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La presente invention concerne un nouveau precede de preparation de 
microorganismes evolues permettant la creation ou la modification de voies 
metaboliques, les souches de microorganismes evolues ainsi obtenus, les genes 
evolues codant pour des proteines evoluees susceptibles d'etre obtenues par le 
5 procede selon l' invention et V utilisation desdits microorganismes, genes ou proteines 
evolues dans un procede de biotransformation. 

La preparation de microorganismes a proprietes modifiees est un processus 
largement repandu. II s'agit soit de faire evoluer des microorganismes en les faisant 
croitre sur un milieu de croissance avec un element de pression de selection, de 
10 maniere a selectionner les microorganismes capables de resister a cette pression, soit 
a introduire un ou plusieurs genes heterologues par des techniques aujourd'hui 
largement repandues de genie genetique, afin de conferer aux microorganismes des 
nouveaux caracteres phenotypiques associes a" . P expression du ou desdits genes 
heterologues. L'evolution peut etre favorisee par Tutilisation d'agents mutagenes 
1 5 bien connus de l'homme du metier. 

Des techniques devolution par croissance sous pression de selection en 
supprimant un gene necessaire a la transformation d'un composant presenf^dans le 
milieu de culture et au moyen d ? un agent mutagene sont decrites notamment dans FR 
2 823 2 1 9 ou WO 03/004656. 
20 Breve description de Pinvention 

La presente invention concerne un nouveau procede de preparation de 
microorganismes evolues, permettant une modification des voies metaboliques, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) Modification des cellules d'un microorganisme initial de maniere a 
25 inliiber la production ou la consommation d'un metabolite lorsque le 

microorganisme est cultive sur un milieu defini, affectant ainsi la capacite 
de croissance du microorganisme. En fabsence de modification des 
cellules, le microorganisme est capable de produire ou de consommer ce 
metabolite et presente une croissance normale lorsque cultive sur ce 
30 menie milieu defini. 
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b) Culture des microorganismes modifies precedemment obtenus sur ledit 
milieu defini pour le faire evoluer, le milieu defini pouvant egalement 
comprendre un co-substrat necessaire a cette evolution, 

c) Selection des cellules de microorganismes modifies capables de se 
developper sur le milieu defini, eventuellement avec un co-substrat. 

Le microorganisme evolue comprend preferentiellement au moins un gene 
evolue, codant pour une proteine evoluee, dont revolution permet de remplacer la 
voie metabolique inhibee par une nouvelle voie metabolique. 

La presente invention concerne egalement un procede comprenant une etape 
supplemental al) d' introduction d'au moins un gene heterologue codant pour une 
proteine heterologue, ledit gene heterologue etant destine a faire evoluer une 
nouvelle voie metabolique, prealable a l'etape b) de culture des microorganismes 
modifies. 

La presente invention concerne aussi un procede comprenant une etape d) 
d' isolation du gene evolue codant pour iadite proteine evoluee. 

La presente invention concerne aussi un procede selon V invention dans lequel 
on introduit le gene evolue precedemment obtenu, sous une forme appropriee, dans 
un microorganisme de production destine a la production de proteine evoluee. 

L 5 invention concerne egalement un microorganisme evolue susceptible d'etre 
obtenu par un procede selon 1' invention tel que defini ci-dessus et ci-apres. 

- L' invention concerne aussi un procede de preparation d'une proteine evoluee, 
caracterise en ce que Ton cultive un microorganisme evolue selon Pinvention dans 
un milieu de culture approprie pour la production de la proteine evoluee, la proteine 
evoluee produite etant eventuellement purifiee. 

L' invention concerne aussi un gene evolue codant pour une proteine evoluee 
susceptible d'etre obtenu par un procede selon 1* invention tel que defini ci-dessus et 
ci-apres. 

L' invention concerne egalement une proteine evoluee susceptible d'etre 
obtenue par un procede selon Finvention tel que defini ci-dessus et ci-apres. 

L'invention concerne egalement Futilisation d'un microorganisme evolue ou 
une proteine evoluee tels que definis ci-dessus et ci-apres dans un procede de 
biotransformation. 
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Definitions 

Par « microorganisme evolue », on entend selon l' invention un 
microorganisme obtenu par selection d'un microorganisme modifie. Le 
microorganisme evolue presente au moins une difference par rapport au 
5 microorganisme modifie, cette difference correspond par exemple a une amelioration 
d'une caracteristique enzymatique ou encore a la creation d'une nouvelle voie 
metabolique. 

Par « voie metabolique », on entend selon F invention une ou plusieurs 
reactions enzymatiques dont la succession permet de produire une molecule (produit) 
10 differente de la molecule initiate (substrat). 

Par « modification », on entend selon F invention une alteration, en particulier 
une deletion, d'au moins un gene et/ou de sa sequence promotrice, le gene codant 
pour une enzyme. 

Par « metabolite », on entend selon F invention une molecule synthetisee 

15 et/ou transformee par le microorganisme. ... 

Par « milieu defini », on entend selon F invention un milieu de composition 
moleculaire connue, adapte a la croissance du microorganisme. Le milieu defini est 
substantiellement exempt du ou des metabolites dont on inhibe la production en 
realisant la modification. 

20 Par « co-substrat », on entend selon F invention une molecule carbonee ou 

non, differente du substrat, qui est implique dans une reaction et dormant un ou 
plusieurs atomes au substrat afin de former le produit. Le co-substrat n'a pas de 
propriete mutagene reconnue. 

Par « selection », on entend selon F invention un procede de culture 

25 permettant de selectionner les microorganismes ayant evolue de telle sorte que la 
modification n'affecte plus la croissance. Une application preferee est un procede de 
culture en continu, conduit en appliquant des taux de dilution croissants de telle sorte 
de ne conserver dans le milieu de culture que les microorganismes ayant un taux de 
croissance egal ou superieur au taux de dilution impose. 

30 Par « gene evolue », on entend selon F invention une succession d'acides 

nucleiques (pris parmi A.T,G ou C) delimite par un codon stop (UAA ; UAG, UGA) 
en phase et ayant, a Fissue de la selection, au moins un acide nucleique different par 
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rapport a la sequence initiate de telle sorte que la proteine codee par ce gene evolue 
presente au moins un acide amine different par rapport a la proteine codee par le 
gene initial. 

Par « gene heterologue », on entend selon L invention une succession d'acides 
5 nucleiques, delimitee par un codon start (ATG ou GTG) et un codon stop (UAA, 
UAG, UGA) en phase, denomm.ee sequence codante et issue d'un organisme 
different de celui utilise pour realiser 1'evolution et/ou la production. 

Par « proteine evoluee », on entend selon 1' invention une succession d'acides 
amines (sequence proteique) ayanU a Tissue de la selection, au moins un acide amine 
1 0 different par rapport a la sequence proteique initiale. 

Par « proteine heterologue », on entend selon T invention une proteine issue 
de la traduction d'un gene heterologue. 

Les genes et proteines peuvent etre identifies par leurs sequences primaires, 
mais egalement par homologies de sequences ou alignements qui definissent des 
5 groupes de proteines. 

Les PFAM (Protein families database of alignments and Hidden Markov 
Models ; http://w^ww.sanger.ac.uk/Softvvare/Pfam/ ) representent une large collection 
d'alignements de sequences proteiques. Chaque PFAM permet de visualiser des 
alignements multiples, de voir des domaines proteiques, d'evaluer la repartition entre 
20 les organismes, d'avoir acces a- d'autres bases de donnees, de visualiser des 
structures connues de proteines. 

Les GOGs (Clusters of Orthologous Groups of proteins ; 
http://wv^\v.ncbi.n1m.nih.gov/COG/ ) sont obtenus en comparant les sequences 
proteiques issus de 43 genomes completement sequences representant 30 lignees 
25 phylogenetiques majeurs. Chaque COG est defini a partir d'au moins trois lignees ce 
qui permet ainsi d' identifier des domaines conserves anciens. 

Les moyens d' identification des sequences homologues et de leurs 
pourcentages d'homologie sont bien connus de Thomme du metier, comprenant 
notamment les programmes BLAST qui peuvent etre utilise a partir du site 
30 http://www.ncbi. nlm.nih.gov/BLAST/ avec les parametres indiques par defaut sur ce 
site. Les sequences obtenues peuvent alors etre exploitees (e.g. alignees) en utilisant 
par exemple les programmes CLUSTALW ( http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ ) ou 
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N'tULTALFN ( http://prodes.toulouseanra.fr/multalir^cgi'bin/multalin.pl \ avec les 
parametres indiques par defaut sur ces sites. 

En utilisant les references donnees sur GenBank pour les genes qui sont 
connus, Phomme du metier est capable de determiner les genes equivalents dans 
5 d'autres organismes, souches bacteriennes, levures, champignons, mammiferes, 
plantes, etc. Ce travail de routine est avantageusement effectue en utilisant les 
sequences consensus pouvant etre determinees en realisant des alignements de 
sequences avec des genes issus d'autres microorganismes, et en dessinant des sondes 
degenerees permettant de doner le gene correspondant dans un autre organisme. Ces 

10 techniques de routine de biologie moleculaire sont bien connues dans Tart et sont 
decrites par exemple dans Sambrook et al. (1989 Molecular cloning : a laboratory 
manual. 2 nd Ed. Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring Harbor, New York.). 

Les genes susceptibles d'etre deletes ou surexprimes pour les souches 
evoluees selon P invention sont definis principalement par Pemploi de la 

15 denomination du gene de E. coli. Cependant, cet emploi a une signification plus 
generale selon P invention et englobe les genes correspondants d'autres 
microorganismes. En effet en utilisant les references GenBank des genes- &E. coli ? 
Phomme du metier est capable de determiner les genes equivalents dans d'autres 
souches bacteriennes qu'£. coli. > : * 

20 Par « nouvelle voie . metabolique », on entend selon Pinvention une ou 

plusieurs reactions enzymatiques, dont la succession permet de produire une 
molecule, qui, apres Petape de selection du microorganisme evolue, se revelent 
differentes des activites enzymatiques du microorganisme non evolue. La difference 
pouvant resider dans le type de reaction catalysee ou bien dans ses caracteristiques 

25 ,cinetiques (Km, Vmax, Ki, ...). Une nouvelle voie enzymatique permet de produire 
une molecule, differente ou non du produit initial, a partir d'un substrat different ou 
non du substrat initial. 

Par « forme appropriee ». on entend selon Pinvention une succession d'acide 
nucleique, delimitee par un codon start (ATG ou GTG) et un codon stop (UAA, 

30 UAG, UGA) en phase, denommee sequence codante, ou une partie de cette 
sequence codante, sous le controle d'elements de regulation necessaires a son 
expression dans le microorganisme dans lequel le gene heterologue sera exprime. 
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Ces elements de regulations sont bien connus de Phomme du metier, et comprennent 
des sequences de regulation promotrice, ou promoteurs, en particulier des 
promoteurs dits promoteurs forts constitutifs chez les microorganismes. De 
preference, le promoteur constitutif est choisi parmi pTAC-O, pLAC-O, pTRC-O, 
des promoteurs forts pour lesquels Poperateur lac a ete delete pour les rendre 
constitutifs, pTHLA. 

Par « microorganisme initial » on entend un microorganisme avant realisation 
de toute modification, mutation ou evolution. 

Par « microorganisme de production », on entend selon P invention un 
microorganisme evolue ou un microorganisme optimise dans le lequel a ete introduit 
la nouvelle voie metabolique issue d'un microorganisme evolue. 

Par « microorganisme modifie » on entend un microorganisme obtenu apres 
realisation de modifications maitrisees par Phomme et ne resultant pas d'un 
processus devolution. On citera a titre d'exemple de modification, la mutation 
dirigee ou la deletion d'un gene, la modification dirigee d'un promoteur. 

Par « milieu de culture approprie pour la production de la proteine evoluee », 
on entend selon F invention- soit un milieu de composition defini, soit un milieu 
complexe, soit un milieu partiellement defini. Le milieu complexe est realise a partir 
soit d'un hydrolysat vegetal, de microorganisme ou animal ; sa composition peut-etre 
connue en realisant des analyses, il est cependant rare de pouvoir realiser une analyse 
exhaustive de ce type de milieu. Un milieu partiellement defini est un milieu defini 
auquel on rajoute un milieu complexe. 

Par « procede de biotransformation » on entend selon P invention un procede 
de transformation d'une molecule A en une molecule B en utilisant une ou plusieurs 
enzymes, contenues ou non dans un ou plusieurs microorganismes. On distingue trois 
types de precedes de biotransformation : la byconversion, la fermentation et la 
biocatalyse. Dans le cas de la byconversion, la ou les enzymes sont contenues dans 
un ou plusieurs microorganismes, ceux-ci sont cultives sur un milieu approprie puis 
la molecule A et eventuellement un ou plusieurs co-substrats sont apportes pour etre 
transformes en B. Dans le cas de la fermentation, la ou les enzymes sont contenues 
dans un ou plusieurs microorganismes, ceux-ci sont cultives sur un milieu approprie 
permettant au(x) microorganisme de synthetiser la molecule A ; le milieu approprie 
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peut contenir des co-substrats. Dans le cas de ta biocatalyse, la ou les enzymes ne 
sont pas contenues dans des cellules mais sont entourees par un milieu adequat 
apportant la molecule A ainsi que les co-substrats necessaires a la biotransformation. 
Les methodes desolation de genes sont bien connues de Fhomme du metier, 
5 decrites notamment dans Sambrook et a/.(1989 Molecular cloning : a laboratory 
manual. 2 nd Ed. Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring Harbor, New York), Ausubel 
et ah, 1987 (Current Protocols in Molecular Biology, John Willey and Sons, New 
York); Maniatis et al., 1982, (Molecular Cloning : a laboratory manual. Cold Spring 
Harbor Laboratory, Cold Sring Harbor, New York). Ces methodes permettent de 
10 localiser, de copier ou d'extraire le gene, afin de l'introduire dans un nouvel 
organisme. Cette derniere etape pouvant etre precedee d'une etape d' incorporation 
du gene dans un polynucleotides prealablement a son introduction dans le 
microorganisme. 

Les methodes de purification d'une proteine sont bien connues de f Thomme 

15 du metier, decrites notamment dans Coligan et al. 9 1997 (Current Protocolsiin Protein 
Science, John Wiley & Sons, Inc). Elles permettent d' identifier la proteine 
recherchee dans un extrait proteique, fractionne ou non. La proteine peut ensuite etre 
purifiee, ce qui se traduit par une augmentation de son activite specifique, dans le cas 
particulier d'une enzyme. Enfin ces techniques permettent everituellement 

20 d'immobiliser la proteine sur un support (e.g. resine). 

Par « deletion », on entend selon l'invention une suppression de Tactivite du 
gene « delete ». Cette suppression peut etre une inactivation du produit d'expression 
du gene concerne par un moyen approprie, ou bien 1' inhibition de Texpression du 
gene concerne, ou encore la deletion d'au moins une partie du gene concerne de 

25 v maniere soit que son expression n'ait pas lieu (par exemple deletion d'une partie ou 
de Fensemble de la region promotrice necessaire a son expression) soit que le produit 
d 5 expression ait perdu sa fonction (par exemple deletion dans la partie codante du 
gene concerne). De maniere preferentielle, la deletion d ? un gene comprend la 
suppression de Pessentiel dudit gene, et le cas echeant son remplacement par un gene 

30 marqueur de selection permettant de faciliter V identification, l'isolement et la 
purification des souches evoluees selon Pinvention. 
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Par « substrat » on entend un metabolite qui peut etre transforme par Taction 
d'une enzyme, eventuellernent en presence d'un co-substrat. 
Description detaillee de P invention 
A. Microorganismes modifies 

Les souches de microorganismes modifies selon Pinvention peuvent etre 
procaryotiques ou eucaryotiques. 

Par souche de microorganismes, on entend selon V invention un ensemble de 
microorganismes d'une meme espece comprenant au moins un microorganisme de 
ladite espece. Ainsi, les caracteristiques decrites pour la souche s'appliquent a 
chacun des microorganismes de ladite souche, De meme, les caracteristiques decrites 
pour Fun des microorganismes de la souche s'appliqueront a l'ensemble desdits 
microorganismes la composant. 

Les microorganismes optimises selon V invention sont choisis parmi les 
bacteries, les levures et les champignons, et notamment ceux des especes suivantes .: 
Aspergillus sp., Bacillus sp\, Brevibacterium sp., Clostridium sp., Corynebactehum 
sp., Escherichia sp., Gluconobacter sp,, Pseudomonas sp., Rhodococcus sp., 
Saccharomyces sp., Streptomyces sp., Xanthomonas sp., Candida sp. 

Dans un mode de realisation prefere, la souche bacterienne est une souche 
& Escherichia, en particulier d'£. coli. Dans un autre mode de realisation, la souche 
bacterienne est une souche de Corynebacterium, en particulier C. glutamicum. 

■ Dans un autre mode de realisation, la souche de levure est une souche de 
Saccharomyces, en particulier S. cerevisiae 

Pour preparer lesdit microorganismes modifies, il peut etre avantageux 
d'attenuer, en particulier de deleter, d'autres genes associes ou non a la voie 
metabolique a modifier afin de favoriser revolution du microorganisme. 

Pour preparer lesdit microorganismes modifies, il peut etre egalement 
avantageux de favoriser, en particulier de surexprimer, d'autres genes, heterologues 
ou non, associes ou non a la voie metabolique a modifier afin de favoriser revolution 
du microorganisme. 

La surexpression d'un gene peut etre effectuee par changement du promoteur 
de ce gene in situ, par un promoteur fort ou inductible. De fa9on alternative, on 
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introduit, dans la cellule, un plasmide replicatif (simple ou multicopies) dans lequel 
• le gene que Ton desire surexprimer est sous le controle du promoteur adequat. 

De telles modifications seront decidees au cas par cas selon le choix de la 
voie metabolique a modifier. Elles sont notamment decrites au cas par cas pour les 
5 voies metaboliques particulieres exposees ci-apres. 

L'homme du metier connait les protocoles pennettant de modifier le caractere 
genetique de microorganismes. 

L'inactivation d'un gene se fait preference] lement par recombinaison 
homologue. . (Datsenko, K.A. ; Wanner, B.L. (2000) One-step inactivation of 
c 10 chromosomal genes in Escherichia coli K-I2 using PCR products. Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA 97 : 6640-6645), Le principe d'un protocole en est rappele brievement : on 
introduit dans la cellule un fragment lineaire, obtenu in vitro, comprenant les deux 
regions flanquant le gene, et au moins un gene de selection entre ces deux regions 
(generalement un gene de resistance a un antibiotique), ledit fragment lineaire 
15 .presentant done un gene inactive. On selectionne les cellules ayant subi un 
evenement de recombinaison et ayant integre le fragment introduit par etalement sur 
milieu selectif. On selectionne ensuite les cellules ayant subi un evenement de double 
recombinaison, dans lesquelles le gene natif a ete remplace par le gene inactive. Ce 
protocole peut etre ameliore en utilisant des systemes de selections positive et 
20 negative, afin d'accelerer la detection des evenements de double recombinaisons. 

L'inactivation d'un gene chez S. cerevisiae se fait preferentiellement par 
recombinaison homologue (Baudin el al. y NucL Acids Res. 21, 3329-3330, 1993; 
Wach etal., Yeast 10, 1793-1808, 1994; Brachmann et aL, Yeast, 14 :1 15-32, 1998). 
B. Microorganismes de production 
25 Les microorganismes de productions sont choisis egalement parmi les 

bacteries, les levures et les champignons definis precedemment. II peut s'agir des 
microorganismes evolues obtenus par le procede devolution selon V invention, ou 
encore de microorganismes optimises pour la production du metabolite recherche, 
dans lesquels on aura introduit au moins un gene evolue selon P invention. 
30 C. Culture des Microorganismes 
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Selon finvention, les termes « culture » et « fermentation » sont employes 
indifferemment pour designer la croissance du microorganisme sur un milieu de 
culture approprie comprenant une source de carbone simple. 

Par source de carbone simple, selon la presente invention, on entend des 
sources de carbone utilisables par l'homme du metier pour la croissance normale 
d'un microorganisme, d'une bacterie en particulier. On entend designer notamment 
les differents sucres assimilables, tels le glucose, le galactose, le saccharose, le 
lactose ou les melasses, ou les sous-produits de ces sucres. Une source de carbone 
simple tout particulierement preferee est le glucose. Une autre source de carbone 
simple preferee est le saccharose. 

La definition des conditions de culture des microorganismes selon Tinvention 
est a la portee de l'homme du metier. On fermente notamment les bacteries a une 
temperature comprise entre 20°C et 55°C, de preference entre 25°C et 40°C, plus 
particulierement d'environ 30°C pour C. glutamicum et d'environ 37°C pour E. coli. 

La fermentation est generalement conduite en fermenteurs avec un milieu 
mineral de culture de composition connu defini et adapte en fonction des bacteries 
utilisees, contenant au moins une source de carbone simple et le cas echeant un co- 
substrat necessaire a la production du metabolite. 

* En particulier, le milieu mineral de culture pour E. coli pourra ainsi etre de 
composition identique ou similaire a un milieu M9 (Anderson, 1946, Proc. Natl. 
Acad Sci. USA 32:120-128), un milieu M63 (Miller, 1992; A Short Course in 
Bacterial Genetics: A Laboratory Manual and Handbook for Escherichia coli and 
Related Bacteria, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New 
York) ou un milieu tel que defini par Schaefer et al (1999, Anal Biochem. 270 : 88- 
96). 

De maniere analogue, le milieu mineral de culture pour C. glutamicum pourra 
ainsi etre de composition identique ou similaire au milieu BMCG (Liebl et al., 1989, 
Appl. Microbiol Biotechnol. 32: 205-210) a un milieu tel que defini par Riedel et al. 
(2001, J. Mol Microbiol. Biotechnol 3: 573-583). 

P. Voies Metaboliques 
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. Les votes metaboliques destinees a etre evoluees son! generalement choisies 
parmi les voies de biosynthese des acides amines, les voies de synthese des acides 
nucleiques, les voies de synthese des lipides, les voies du metabolisme des sucres. 

Selon un premier mode preferentiel de realisation de Pinvention, la voie 
5 metabolique evoluee est une voie de biosynthese des acides amines, en particulier 
une voie de biosynthese d'un acide amine choisi parmi la methionine, la cysteine, la 
threonine, la lysine, ou Pisoleucine. 

Selon un deuxieme mode preferentiel de realisation de 1 5 invention, la voie 
metabolique modifiee est une voie permettant la regeneration du NADP a partir du 
10 NADPH. On citera en particulier la voie de biosynthese de la cysteine, de 
Phydroxypropionate et de biosynthese du xylitol. 

D.I. Voie de biosynthese de la methionine 
L' application de I 5 invention peut se faire par exemple sur Ja voie de 
biosynthese de la methionine (figure 1) et permet d'obtenir des souches de 
15 microorganismes, en particulier des bacteries, notamment E. coli et les 
corynebacteries, produisant de la methionine par metabolisme d'une source de 
carbone simple et d'une source de soufre, en particulier le methylmercaptan 
(CH3SH), le sulfure d'hydrogene (H2S) ou leurs sels physiolqgiquement 
acceptables. La source de soufre H2S peut aussi etre introduite dans le, milieu de 
20 culture sous la forme de sulfate, i ^ 

Par sel physiologiquement acceptable, on entend selon Tinvention les sels qui 
n'affectent pas le metabolisme et la capacite de croissance de la souche de 
microorganisme selon Pinvention, notamment les sels de metaux alcalins comme le 
sodium. 

25 L'utilisation d'une source de carbone simple et d 5 un compose soufre en 

particulier du methylmercaptan ou du sulfure d'hydrogene, pour la production de 
methionine par byconversion presente a priori plusieurs avantages, notamment : 

la synthese de la methionine, en une ou deux etapes a partir d'O-acyl-L- 
homoserine, devient independante de la synthese de la cysteine voire 
30 egalement du cycle du tetrahydrofolate ; 
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les composes soufres, comme le methyl-mercaptan, qui sont des matieres 
premieres generalement toxiques issues de la petrochimie, peuvent etre 
valorises dans la synthese d'acides amines a haute valeur ajoutee. 
L'invention est basee sur le fait que Ton peut obtenir, de fa<pon dirigee, une 
5 modification de l'activite « methionine-synthase » de la cystationine-y-synthase (EC 
4.2.99.9 ; GenBank AAN83320, ou AAA24167) en presence de methyl-mercaptan. 
Cette enzyme de la voie de biosynthese de methionine, codee par le gene metB chez 
E. coli (Fig. 2) et C. glutamicum, presente une activite pour un large spectre de 
substrats (Flavin, M. ; Slaughter, C. (1967) Enzymatic synthesis of homoserine or 
10 methionine directly from O-succinyl-homoserine.Biochim. Biophys. Acta 132: 400- 
405). . : . 

L'invention est aussi basee sur le fait que Ton peut obtenir, de fa<?on dirigee, 
une modification de l'activite « methionine-synthase » de rO-acetyl-L-homoserine 
sulfhydrolase (ou O-acetyl-L-homoserine sulfhydrylase, C 4.2.99.10) en presence de 
15 methylmercaptan. Cette enzyme de la voie de biosynthese de methionine, codee par 
le gene metY (figure 2) chez C glutamicnm (Genbank AF220150), presente une 
activite pour un large spectre de substrats (Smith IK, Thompson JF. (1969) 
Utilization of S-methylcysteine and methylmercaptan by methionineless mutants of 
Neurospora and the pathway of their conversion to methionine. II. Enzyme studies. 
20 Biochim Biophys Acta 184(1): 130-8). 

■ L'application de ^invention a la modification de la voie de biosynthese de la 
methionine necessite dans un premier temps de modifier genetiquement la bacterie 
initiale. La modification implique necessairement F attenuation d'au moins un gene et 
eventuellement le clonage d'au moins un gene heterologue. L'attenuation du gene 
25 doit rendre la bacterie dependante de la restauration d'une voie metabotique 
equivalente afin de permettre sa croissance. La bacterie genetiquement modifiee est 
cultivee et Fon selectionne la ou les souches bacteriennes dont le taux de croissance 
s'ameliore en presence ou non d'un co-substrat exogene. 

Dans un mode prefere d'application de l'invention, ladite modification de la 
30 souche initiale, notamment E. coli, consiste a inactiver l'activite methionine-synthase 
native (codee par le gene meiE chez E. coif) puis a cultiver ledit microorganisme 
modifie obtenu sur un milieu defini depourvu de methionine, S-adenosylmethionine, 
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homocysteine et cystathionine mais en presence de methylmercaptan (co-substrat 
exogene), ou de Fun de ses sels ? et de selectionner un microorganisme evolue 
caracterise en ce que Factivite methionine-synthase de la cystathionine y-synthase se 
soit fortement amelioree, en presence de methylmercaptan, au point de remplacer 
5 Factivite initialement inactivee. Dans ce mode d'application de F invention il est 
important de noter que le milieu utilise pour selectionner le microorganisme evolue 
est identique au milieu sur lequel pousse le microorganisme initial. (c'est a dire non 
modifie) ; seul un co-substrat (e.g. methylmercaptan) est ajoute. Selon un mode 
preferentiel de realisation de Finvention, la souche bacterienne selectionnee 

10 eomprenant le microorganisme evolue selon Finvention, est une souche de E. coli, 
plus preferentiellement la souche E. coli K183, deposee sous le numero 1-3005, le 2 
avril 2003 a la Collection Nationale de Culture et Microorganismes (CNCM) 25 rue 
du Doeteur Roux, 75724 "Paris Cedexl5, France, selon les dispositions du traite de 
Budapest. Cette souche comprend un gene exprimant une cystathionine-y-synthase 
.15 modifiee, Fenzyme eomprenant la mutation E325A, et une inactivation du ; gene 
metE. Dans un mode particulier d'application de cette invention, il est aussi possible 
d'utiliser des souches ayant en plus les deletions metC et/ou metH et/ou met]. 

Dans un second mode tout aussi prefere d'application de Finvention, f ladite 
modification de la souche initiale, notamment E. coli, consiste a inactiver Factivite 

20 cystathionine-P-lyase (codec par le gene metC chez E. coli) puis a cultiver ledit 
microorganisme modifie obtenu sur un milieu defini depourvu de methionine, S- 
adenosylmethionine, homocysteine et cystathionine puis de selectionner un 
microorganisme evolue caracterise en ce que Factivite homocysteine-synthase de la 
* cystathionine y-synthase se soit fortement amelioree, en presence d'H2S endogene, 

25 au point de remplacer Factivite initialement inactivee. Dans ce mode d'application 
de Finvention il est important de noter que le milieu utilise pour selectionner le 
microorganisme evolue est identique au milieu sur lequel pousse le microorganisme 
initial (c'est a dire non modifie). Dans un mode particulier de certe application, il est 
aussi possible d'ajouter dans le milieu du NaSH. Dans un autre mode particulier de 

30 cette application il est possible d'utiliser une souche qui presente en plus au moins 
une mutation prise parmi metH et/ou meti. 
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Dans un troisieme mode tout aussi prefere d' application de IMnvention, ladite 
modification de la souche initiale, notamment E. coli, consiste a inactiver les 
activites succinyl-homoserine (codee par le gene metB) et methionine-synthase 
native (codee par le gene metE chez E. coli) puis a introduire 1'activite acetyl- 
5 homoserine sulfhydrylase (codee par le gene metY de C. glutamicum) et a cultiver 
ledit microorganisme modifie obtenu sur un milieu defini depourvu de methionine, 
S-adenosylmethionine, homocysteine et cystathionine mais supplement^ en 
methylmercaptide de sodium afin de selectionner un microorganisme evolue 
caracterise en ce que 1'activite methionine-synthase portee par facetyl-homoserine 
10 sulfhydrylase (METY) se soit fortement amelioree, en presence de methylmercaptide 
de sodium, au point de remplacer, Tactivite methionine-synthase initialement 
inactivee. Dans ce mode d'application de Tinvention il est important de noter que le 
milieu utilise pour selectionner le microorganisme evolue est identique au milieu sur 
lequel pousse le microorganisme initial (c'est a dire non modifie) ; seul un co- 

15 substrat {e.g. methylmercaptan) est ajoute. Dans un mode particulier de cette 
application il est possible d'utiliser une souche qui presente en plus au moins une 
mutation prise parmi metW et/ou met] et/ou metC. 

Le procede de preparation de souches selon Finvention consiste a obtenir, a 
partir d 5 une souche bacterienne initiale, une souche bacterienne genetiquement 

20 modifiee presentant au moins une modification dans . un gene codant pour une 
enzyme a activite « methionine synthase » {e.g. MetE) ou « homocysteine synthase » 
{e.g. MetC), ledit procede comprenant une etape consistant a soumettre ladite souche 
bacterienne initiale a une pression de selection en presence de la source de soufre 
definie ci-dessus, afin de diriger une evolution d'au moins un gene {e.g. metB) dans 

25 ladite souche bacterienne, afin de restaurer une activite « methionine synthase » ou 
« homocysteine synthase » dans la souche evoluee ; cette restauration d'activite 
n'etant pas liee a une reversion de la modification realisee. 

Une activite « methionine-synthase » ou « homocysteine-synthase » est 
amelioree dans la souche evoluee (E) de microorganisme par rapport a la souche 

30 modifiee (M) lorsque la production de methionine dans les memes conditions de 
culture (dans un milieu contenant une quantite efficace de methylmercaptan) est 
superieure pour la souche (E) que pour la souche (M). Cette amelioration est 
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preferentiellement observee par etude de la quantite de methionine produite. Dans 
certains cas, on peut observer cette amelioration par Paugmentation du taux de 
croissance de la bacterie (E) par rapport au taux de croissance de la bacterie (M), 
dans un milieu minimum ne contenant pas de methionine. 
5 L'homme de metier saura identifier d'autres genes ^codant des activates 

enzymatiques pouvant evoluer en activite « methionine synthase » ou en 
« homocysteine synthase » et saura adapter en consequence les modifications a 
apporter au microorganisme initial avant de le selectionner. A titre d'exemple on 
citera les cysteines synthases A et B codees par les genes cysK et cysM chez les 
10 bacteries. 

Pour les cystathionine-y-synthases modifiees defmies precedemment et ci- 
dessous, le substrat est avantageusement la O-acetyl-L-homoserine ou la O-succinyl- 
L-homoserine . de preference la O-succinyl-L-homoserine. :-■ 

Pour les acylhomoserine sulfhydrylases modifiees definies precedemment et 
15 ci-dessous, le substrat est avantageusement la O-succinyl-L-homoserine ou la O- 
acetyl-L-homoserine, de preference la O-acetyl-L-homoserine. 

Pour ces deux enzymes, la modification consiste en une mutation de maniere 
a ce que le methyl mercaptan ou le sulfure d'hydrogene soit prefere par rapport a la 
L-cysteine. 

20 Dans une application particuliere de Pinvention, la sequence codant.pour la 

cystathionine-y-synthase ou Pacylhomoserine sulfhydrylase est 

• soit un gene natif, present dans le genome de la souche initial (I) ou il est exprime 
pour permettre la traduction de l'enzyme conespondante, 

• soit un gene heterologue comprenant une sequence codant pour une 
25 cystathionine-y-synthase ou une acylhomoserine sulfhydrylase, sous le controle 

d'elements de regulation permettant son expression et sa traduction dans la 
souche modifiee (M) ou il aura ete introduit. 

De maniere avantageuse, ies cystathionine-y-synthases heterologues sont 
selectionnees parmi les cystathionine-y-synthases correspondant au PFAM reference 
30 PF01053 etau COG reference CPG0626. 
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Dans un mode de realisation prefere, la souche bacterienne modifiee 
comprend une inactivation d'au mo ins un gene endogene choisi parmi metB, metJ, 
metC, metE, metH. 

Une mutation du gene met) a ete proposee dans JP 20001 57267-A/3, pour 
5 produire une quantite superieure de methionine (voir aussi GenBank E35587). Ce 
gene code pour une proteine de repression des genes met B, E, L, J et R (chez 
Salmonella typhi murium). Son inactivation ou sa modification permet de diminuer le 
retrocontrole par la methionine. 

Le gene metC (GenBank Ml 2858), code la cystathionine-p-lyase (EC 

10 4.4.1 .8), les genes metE (GenBank AE000458) et metH (GenBank J04975) codent la 
methionine synthase (EC 2.1.1.13). La methionine est un acide amine essentiel a la 
vie cellulaire. L' inactivation d'un ou plusieurs de ces genes revient a supprimer la 
voie habituelle de biosynthese de la methionine. 

15 Un autre objet de P invention est done un procede devolution et de selection 

d'une souche bacterienne modifiee. possedant un gene codant pour une enzyme 
cystathionine-y-synthase ou acylhomoserine sulfhydrylase, en vue d'obtenir une 
souche bacterienne genetiquement modifiee produisant un acide amine de formule 
(I), R-S-(CH 2 )2-CHNH2-COOH (I) en particulier de la L^methionine, et presentant 

20 une modification dans le gene de ladite enzyme, induisant une modification de 
Tactivite « methionine synthase » en presence d'un compose soufre defini 
precedemment, presentant Petape consistant a soumettre ladite souche bacterienne a 
une pression de selection en presence du compose soufre, afin de diriger une 
evolution du gene codant pour ladite enzyme cystathionine-y-synthase ou 

25 acylhomoserine sulfhydrylase, dans ladite souche bacterienne, ladite evolution 
consistant en au moins une mutation pour leur permettre de realiser de maniere 
preferentielle la conversion directe du substrat en methionine ou en homocysteine. 

Ladite souche bacterienne initiale presente eventuel lenient une inactivation 
et/ou une suractivation, notamment par insertion d'un promoteur fort constitutif, d'au 

30 moins un gene endogene. 

L'invention se rapporte egalement a une souche bacterienne presentant une 
modification dans le gene de Penzyme cystathionine-y-synthase et/ou dans le gene de 
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Penzyme acylhomoserine sulfhydrylase, induisant une augmentation de l'activite 
« methionine synthase » de ladite enzyme en presence du compose soufre, en 
particulier de methyl-mercaptan. Une telle souche peut egalement presenter au moins 
une autre modification genetique. (inactivation, mutation ou surexpression d'un gene 
5 endogene), telle que mentionnee ci-dessus. 

La souche selon 1' invention est de preference susceptible d'etre obtenue par 
un procede selon Finvention, et en particulier est obtenue par le procede selon 
Tinvention. 

L' invention se rapporte egalement a un procede de preparation de 
10 methionine, dans lequel on cultive un microorganisme a activite « methionine 
synthase » modifiee telle que defini precedemment, en presence d'un compose soufre 
dans un milieu approprie, ledit milieu approprie comprenant une source de carbone 
simple telle que definie precedemment. De preference, la methionine est la L- 
methionine, et ledit compose soufre est le methyl-mercaptan ou FH2S. 
15 Les milieux peuvent etre supplements pour compenser les auxotrophies 

autres que celle provoquee par la deletion des genes metE et/ou metC et/ou metB\ ils 
contiennent une concentration en carbone simple adaptee en fonction du mode de 
culture et de production, ainsi que du compose soufre en concentration adaptee en 
fonction. de revolution de la souche et du mode de production retenu. 
20 Apres fermentation la methionine est recuperee selon les methodes usuelles, 

et le cas echeant, purifiee. 

Les techniques de recuperation puis de purification de la methionine dans les 
milieux de culture sont bien connues de l'homme du metier. 

La presente invention concerne egalement un procede de preparation de 
25 methionine dans lequel on fait reagir substrat derive de formule generate (III) 
R'-0-(CH 2 ) 2 -CI-fNH 2 -COOH (III) 

dans laquelle R ,; represente un radical acyle, de preference choisi parmi le 
radical succinyle ou le radical acetyle, 

avec une enzyme a activite « methionine synthase » evoluee telle que definie 
30 precedemment, dans un milieu reactionnel approprie comprenant un compose soufre 
defini precedemment. 
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Le milieu reactionnel approprie est un milieu usuel de reaction enzymatique, 
bien connu de I'homme du metier, en particulier un milieu aqueux dans lequel les 
substrats et I'enzyme sont en solution ou en suspension. Les conditions de mise en 
oeuvre de la reaction sont bien connues de I'homme du metier, afin notamment 
d'eviter une denaturation substantielle de I'enzyme. 

Selon un mode particulier de realisation de V invention, I'enzyme a activite 
« methionine synthase » evoluee est presente dans une bacterie inactivee ou dans un 
extrait cellulaire. 

Selon un autre mode particulier de realisation de Pinvention, I'enzyme a 
activite « methionine synthase » evoluee est une enzyme purifiee. 
D,II. Voie de biosynthese de la cysteine 

L' application de 1' invention peut aussi se faire par exemple sur la voie de 
biosynthese de la cysteine (figure 3) et permet d'obtenir des souches de 
microorganismes evolues, en particulier des bacteries, notamment E. coli et les 
corynebacteries, produisant de I'acide 2-amino-4-(alkylmercapto)propionique de 
formule generale (I) 

R-S-CH 2 -CHNH 2 -COOH (I) 

dans laquelle R represente un radical alkyle lineaire ou ramifie comprenant de 
1 a 18 atomes de carbones, eventuellement substitue par un ou des groupse hydroxy, 
ou un radical aryle ou heteroaryle comprenant un ou plusieurs atomes d'azote ou de 
soufre dans le cycle heteroaromatique, selectionne parmi les groupes phenyle, 
pyridyle, pyrolyle, pyrazolyle, triazolyle, tetrazolyle, thiazolyle, ou thienyle, 

par metabolisme d'une source de carbone simple et d'une source de soufre 
comprenant un compose de formule generale (II) : 

R*-SH(II) 

dans laquelle R' represente un atome d'hydrogene ou R, R etant defini 
precede mment, et ses sels physiologiquement acceptables, 

lesdites souches presentant au moins un gene codant pour une enzyme mutee 
a activite « cysteine synthase evoluee ». 

Par sel physiologiquement acceptable, on entend selon Finvention les sels du 
compose de formule generale (I) qui n'affectent pas le metabolisme et la capacite de 
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croissance de la souche de microorganisme selon Pinvention, notamment les sels de 
metaux alcalins com me le sodium. 

Selon un mode preferentiel de realisation de Finvention, R represente un 
radical alkyle lineaire ou ramifie comprenant de I a 4 atomes de carbone, en 
5 particulier choisi parmi les radicaux methyle, ethyle, n-propyle, i-propyle, n-butyle, 
i-butyle ou t-butyle. De maniere plus preferentielle, R represente le radical methyle. 

L'acide 2-amino-4-(alkylmercapto)propionique de formule generate (I) 
obtenu est de preference la L-cysteine. 

Par enzyme a activite « cysteine synthase evoluee », on entend selon 
10 Finvention toute enzyme mutee impliquee dans la biosynthese de Pacide amine de 
formule generale (I) ; en particulier de la L-cysteine dont F activite essentielle consiste 
a effectuer la conversion directe d'une acetylserine, de preference de la O-acetyl-L- 
serine en acide amine de formule generale (I) en presence de compose soufre de 
formule generale (II), Pactivite essentielle de Penzyme initiale non mutee n'etant pas 
15 une activite « cysteine synthase ». Les enzymes naturellement impliquees .dans la 
; biosynthese de la cysteine par conversion directe de la O-acteyl-L-serine 

(acetylserine) en L-cysteine en presence de sulfure d'hydrogene (H2S), comme les 
cysteine synthases A.ou B ; codees par les genes cysK ou cysM, respectivement, sont 
done exclues de cette definition. 
20 De maniere preferentielle, Penzyme « initiale » non mutee est une enzyme 

catalysant une reaction de sulfhydrylation en presence d'H2S, de preference une 
enzyme a activite O-acyl-L-homoserine sulfhydrolase. 

De maniere avantageuse, les enzymes « initiales » a activite O-acyl-L- 
homoserine sulfhydrylases sont choisies parmi les O-acyl-L-homoserine 
25 sulfhydrylases correspondant au PFAM reference PF01053 et au COG reference 
COG2873. 

L'O-acyl-L-homoserine sulfhydrolase est plus preferentiellement choisie 
parmi les O-acyl-L-homoserine sulfliydrolase codees par le gene metY de 
Corynebacterium, en particulier le gene metY de C. glutamicum (Genbank 
30 AF220150), et les enzymes homologues presentant la meme activite O-acyl-L- 
homoserine sulfliydrolase, et au moins 80% d'homologie de sequence avec P'O-acyl- 
L-homoserine sulfhydrolase codee par le gene me(Y de C. glutamicum (Genbank 
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AF220150), preferentiellement au moins 85 % d'homologie, plus preferentiellement 
au moins 90 % d'homologie. 

L'invention est basee notamment sur le fait que Ton peut obtenir, de faijon 
dirigee, une modification de la speciflcite de substrat de P enzyme acyl-homoserine 
sulfhydrylase afin qu'elle utilise preferentiellement Pacetylserine. En consequence 
l'invention est basee sur le fait que Ton peut modifier de fa<?on dirigee la specificite 
de substrat de P enzyme non modifiee afin d'evoluer d'une activite acylhomoserine 
sulfhydrolase a une activite cysteine synthase. 

Selon un mode preferentiel de realisation de P invention, les souches de 
microorganismes non modifies ne possedent pas naturellement d'activite O-acyl-L- 
homoserine sulfhydrolase ou ne possedant pas de gene homologue au gene metY 
codant pour cette enzyme. 

Les souches modifiees selon l'invention sont genetiquement modifiees par 
inactivation, mutation et/ou suractivation d'au moins un gene endogene dans le but 
de permettre P evolution d'une nouvelle voie metabolique. En particulier, les souches 
de microorganismes selon l'invention sont genetiquement modifiees afin de 
supprimer les genes cysK et/ou cysM codant les proteines portant respectivement les 
activites enzymatiques cysteine synthase A 3 cysteine synthase B. De maniere 
preferentielle, les genes cysK et cysM sont supprimes. 

Le gene cysK (figure 4) code la cysteine synthase A (GenBank NP_4 16909) et 
le genes cysM code la cysteine synthase B (GenBank NP_416916). L'inactivation de 
ces genes revient a supprimer les voies de biosynthese de la cysteine et done a rendre 
la souche auxotrophic pour la cysteine. 

On introduit alors dans les bacteries modifiees un gene codant pour une 
enzyme catalysant une reaction de sulfhydrylation en presence d'H2S 5 telle que 
definie precedemment, a Pexclusion des enzymes dont Pactivite principale est une 
activite cysteine synthase (aussi denommee O-acetylserine sulfhydrolase), en 
particulier un gene codant pour une O-acyl-L-homoserine sulfhydrolase, comme le 
gene metY de Corynehacierium, en particulier le gene metY de C ghdamicnm 
(Genbank AF220150). 

Le gene codant pour une enzyme catalysant une reaction de sulfhydrylation 
en presence d'H2S peut-etre introduit dans la bacterie a modifier selon les techniques 
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usuelles a la disposition de l'homme du metier, soit par integration directe dans le 
genome, soit porte par un plasmide replicatif. 

La souche ainsi modifiee est de preference selectionnee et amelioree par un 
procede de criblage et devolution, qui est aussi un objet de 1' invention et qui permet 
5 de faire evoluer I'activite acyl-homoserine sulfhydrylase en une activite cysteine 
synthase afin de restaurer la production de cysteine. 

La transformation de I'activite acyl-homoserine sulfhydrylase en activite 
« cysteine synthase evoluee » sera reputee acquise lorsque la souche bacterienne 
genetiquement modifiee puis evoluee (E) aura une vitesse de croissance au moins 

10 similaire a celle de la souche modifiee (M) initiale lorsque cultivee dans un milieu 
minimum en presence de glucose pour seule source de carbone. Dans un mode 
particulier on considerera la transformation de V activite . acyl-homoserine 
sulfhydrylase en activite « cysteine synthase evoluee » sera reputee acquise lorsque 
I'activite cysteine synthase portee par la proteine O-acyl-L-homoserine sulfhydrolase 

15 modifiee sera amelioree de 10% par rapport a son activite initiale. Dans certains cas, 
on peut observer cette amelioration par 1' augmentation du taux de croissance de la 
bacterie (E) par rapport a celui de la bacterie (M). Enfin cette transformation de 
I'activite acyl-homoserine sulfhydrylase en activite « cysteine synthase evoluee » 
sera reputee acquise lorsque la souche (E) prodiiira au moins autant de cysteine que 

20 la souche (M) dans des conditions de culture equivalentes, ne contenant pas de 
cysteine initialement. 

Les souches selon V invention peuyent egalement etre genetiquement 
modifiees par inactivation, mutation et/ou suractivation d'au moins un gene 
endogene, la modification etant effectuee prealablement ou non a la mise en oeuvre 

25 de 1'evolution de la souche modifiee. On peut le cas echeant alterer le gene metB 
codant I'activite cystathionine y-synthase. 

On peut le cas echeant supprimer le gene codant I'activite cystathionine 
gamma-lyase. 

Dans un mode de realisation, ladite souche bacterienne peut comprendre 
30 egalement une modification de I'activite serine O-acyltransferase porte par le gene 
cysE (figure 4) afin de lui conferer une insensibiiite a la retro-inhibition par la 
cysteine. 



1er depot 4 > 

0 

22 

Dans un autre mode de realisation, ladite souche bacterienne peut comprendre 
egalement une surexpression du gene cysB afin de dereguler la voie d'assimilation 
du soufre en H2S. 

II peut-etre egalement avantageux pour la production d'acides amines de 
5 formule (I), de preference de la L-cysteine, de surexprimer le gene codant Pacetyl- 
CoA synthetase, comme le gene acs (EC 6.2.1.1), ayant le numero d'accession 
AE000480 , en meme temps que le gene codant pour une enzyme a activite « cysteine 
synthase amelioree » defini precedemment (figure 4). 

II peut egalement etre avantageux d'attenuer, voire de supprimer les genes 

10 codant pour une acetate kinase et/ou pour une phosphotransacetylase , notamment les 
genes ack et pta ayant respectivement les numeros d'accession AE0QQ318 et 
AE000319 , et codant respectivement une acetate kinase (EC 2.7.2.1) et une 
phosphotransacetylase (EC 2.3.1.8). Cette attenuation/suppression est de preference 
combinee a une surexpression du gene codant Pacetyl-CoA synthetase. 

1 5 Toutes ces modifications mentionnees ci-dessus peuvent etre effectuees sur la 

souche modifiee prealablement au processus devolution du gene metY ou sur la 
souche evoluee, c'est a dire posterieurement a revolution du gene metY, a 
Pexception des deletions cysK et/ou cysM qui doivent etre obligatoirement realisees 
avant le processus de culture et devolution de la souche modifiee. 

20 L 9 invention concerne done egalement un procede de preparation d'une 

souche ' bacterienne a activite « cysteine synthase evoluee » telle que definie 
precedemment, ledit procede comprenant une etape consistant a cultiver dans un 
milieu de culture approprie comprenant une source de carbone simple et une souche 
bacterienne comprenant une enzyme catalysant une reaction de sulfhydrylation en 

25 presence d 5 H2S dont P activite essentielle n'est pas une activite « cysteine synthase » 
telle que definie precedemment, afin de diriger une evolution du gene codant pour 
ladite enzyme dans ladite souche bacterienne, vers un gene codant pour une activite 
« cysteine synthase evoluee ». 

L' invention se rapporte egalement a un procede de preparation de cysteine, 

30 dans lequel on cultive un microorganisme a activite « cysteine synthase evoluee » tel 
que defini precedemment dans un milieu de culture approprie, ledit milieu approprie 
comprenant une source de carbone simple telle que definie precedemment. 
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La definition des conditions de fermentation est du ressort de Phomme du 
metier. La fermentation est conduite en fermenteurs avec un milieu mineral de 
culture de composition connu defini et adapte en fonction des bacteries utilisees, 
contenant au moins une source de carbone simple. 
5 Les milieux peuvent etre supplemented pour compenser les auxotrophies 

autres que celle provoquee par la deletion des genes cysK et/ou cysM ; ils contiennent 
une concentration en carbone simple adaptee en fonction du mode de culture et de 
production, ainsi que du compose soufre de formule (II) en concentration adaptee en 
fonction de revolution de la souche et du mode de production retenu. 
10 Apres fermentation, la cysteine est recuperee selon les methodes usuelles, et 

le cas echeant, purifiee. 

Les techniques de recuperation puis de purification de la cysteine dans les 
milieux de culture sont bien connues de Phomme du metier. 

La presente invention concerne aussi un procede de preparation d'un acide 
15 amine de formule generale (I) tel que defini predcedemment, caracterise en ce que 
Ton fait reagir de Pacetylserine avec une enzyme a activite « cysteine synthase 
evoluee » telle que definie precedemment, dans un milieu reactionnel apprpprie 
comprenant un compose soufre de formule generale (II) defini precedemment. 

Le milieu reactionnel approprie est un milieu usuel de reaction enzymatique, 
20 « bien connu de Phomme du metier, en particulier un milieu aqueux dans lequel les 
substrats et P enzyme sont en solution ou en suspension. Les conditions de mise en 
oeuvre de la reaction sont bien connues de Phomme du metier, afin notamment 
d'eviter une denaturation substantielle de P enzyme. 

Selon un mode particulier de realisation de P invention, Penzyme a activite 
25 « cysteine synthase evoluee » est presente dans une bacterie inactiv.ee ou dans un 
cxtrait cellulaire. 

DjttL Evolution des voies NADPH dependantes . 

Selon un autre mode preferentiel de realisation de Pinvention, on peut choisir 
de faire evoluer une voie metabolique utilisant le NADPH. Pour cela, la souche 
30 bacterienne initiale doit etre modifiee de telle sorte que la vitesse de production du 
NADPH soil superieure a sa vitesse d'oxydation en NADP+ (aussi ecrit NADP) ce 
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qui empechera la croissance de la bacterie sur le milieux defini choisi pour niettre en 
oeuvre le precede. 

La presente invention concerne des souches de microorganismes modifiees 
pour permettre 1'evolution de voies metaboliques consommatrices de NADPH. Les 
souches selon Finvention sont utilisables dans des procedes de biotransformation 
consommatrices de NADPH. 

La presente invention concerne egalement un procede de preparation de 
molecules par biotransformation comprenant la culture dans un milieu approprie 
d'une souche selon Finvention, ladite souche comprenant egalement les elements 
genetiques necessaires a la preparation de ladite molecule. 

Les procedes de biotransformation ont ete developpes pour permettre la 
production de molecules en grande quantite a des couts faibles, tout en permettant 
egalement la valorisation de differents sous-produits industriels ou de Fagriculture. 

Pour produire des molecules d'interet par biotransformation in vivo on 
distinguera deux grandes approches : 

- d'une part la fermentation qui permet la production de molecules par un 
microorganisme a partir d'une source de carbone simple (e.g. WO01 02547 qui 
decrit la production de lysine par fermentation de C glutamicum en presence de 
glucose), 

- d'autre part la bioconversion par un microorganisme d'un substrat donne 
different de la source de carbone simple, qui est utilisee seulement pour produire 
la biomasse necessaire, pour la production d'une molecule d'interet {e.g. 
WO00 12745 qui decrit la production de derives R-piperidine, WO0068397 qui 
decrit la production de Tagatose). 

L'amelioration d'un procede de biotransformation peut porter sur. differents 
facteurs comme la temperature, F oxygenation, la composition du milieu, le procede 
de recuperation, etc. On peut aussi envisager de modifier le microorganisme de telle 
sorte que la production de la molecule d'interet et/ou son excretion soit augmentee. 

Dans le cadre d'une fermentation on s'attachera par exemple a optimiser la 
voie de biosynthese, par exemple en modifiant la regulation des genes ou en 
modifiant le gene afin de modifier les caracteristiques enzymatiques ou encore en 
optimisant la regeneration des co-substrats. 
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Dans le cadre de la bioconversion on s'attachera a ameliorer les 
caracteristiques cinetiques des enzymes, a reduire la formation de co-produits et a 
optimiser la regeneration de co-substrats impliques dans la ou les etapes de 
bioconversion. 

5 Parmi les co-substrats impliques dans les biotransformations, le NADPH 

prend une part importante notamment pour la production des acides amines (e.g. 
arginine, proline, isoleucine, methionine, lysine), de vitamine (e.g. panthotenate, 
phylloquinone, tocopherol), de molecules aromatiques (e.g. WO9401564), ou 
d'autres molecules a haute valeur ajoutee. 
10 La presente invention concerne des souches de microorganismes modifies 

pour permettre devolution des enzymes ou de voies metaboliques consommatrices de 
NADPH. 

Pour la creation de tels microorganismes, les inventeurs ont opte pour des 
modifications qui augmentent la vitesse de production du NADPH et diminye sa 

15 vitesse d'oxydation en NADP+, lesdits microorganismes modifies etant ensuite 
employes pour faire evoluer des enzymes ou des voies metaboliques consommatrices 
de NADPH, Ces bacteries pouvant aussi etre judicieusement utilisees dans des 
procedes de production par biotransformation, de molecules issues de voies de 
synthese NADPH dependantes. ; 

20 L ? optimisation du NADPH est decrite ci-apres pour E. coli- Le meme 

principe peut etre applique de maniere similaire a tous les microorganismes cultives 
en conditions aerobies. 

Les souches modifiees selon V invention comprennent une deletion du gene 
ndhA et/ou du gene qor. Selon un mode preferentiel de realisation de V invention, les 

25 genes udhA et qor sont tous deux deletes. 

Selon un mode particulier de realisation de T invention., la souche modifiee 
selon 1' invention comprend egalement une deletion d 5 un gene choisi parmi pgi ou 
pfkA et/ou pflcB. 

Les genes ci-dcssus sont bien connus de l'homme du metier et decrits dans la 
30 litterature scientifique, notamment pour E. coli: 
Genes et references dans E. coli : 
udhA : X66026 soluble pyridine transhydrogenase; 
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qor : L02312 quinone oxidoreductase; 

pgi : XI 5 196 phosphoglucose isomerase (EC 5.3.1 .9); 

p/kA : X02519 phosphofructokinase-1 ; 

pflcB: K02500 phosphofructokinase-2. 

La presente invention a egalement pour objet un microorganisme evolue, 
modifie pour la production de NADPH telle que definie ci-dessus et ci-apres ; lequel 
comprend egalement, un ou plusieurs genes codant des enzymes NADPH 
dependantes, impliquees dans la biotransformation d'une molecule d'interet, que Ton 
souhaite faire evoluer, ainsi qu'un ou plusieurs genes marqueurs de selection. 

Ces genes peuvent etre natifs de la souche modifiee selon 1 5 invention ou 
encore introduits dans la souche optimisee selon 1'invention par transformation avec 
un vecteur approprie, soit par integration dans le genome du microorganisme ou 
encore par un vecteur replicatif, ledit vecteur approprie portant un ou plusieurs genes 
codant pour lesdites enzymes impliques dans la bioconversion de ladite molecule 
d'interet ou lesdits marqueurs de selection. 

Ces genes comprennent une sequence d'acide nucleique codant pour une 
enzyme impliquee dans la biotransformation de la molecule d'interet et/ou pour un 
marqueur de selection, la sequence codante etant fusionnees a des sequences 
promotrices efficaces dans la cellule procaryote et/ou eucaryote choisie pour la 
biotransformation. Le vecteur (ou plasmide) peut-etre un vecteur navette entre E. coli 
et un autre microorganisme. 

La presente invention concerne egalement un procede de preparation des 
souches modifiees selon 1'invention telle que definies ci-dessus et ci-apres, dans 
lequel on delete les genes udhA et/ou qor, et le cas echeant les genes pgi ou pfkA 
et/ou p/JcB. 

Selon un mode particulier de realisation de ]' invention, le procede de 
preparation de souches selon l 5 invention comprend egalement la transformation des 
souches modifiees avec au moins un vecteur approprie comprenant un ou plusieurs 
genes codant une ou plusieurs enzymes consommatrices de NADPH et impliquees 
dans la biotransformation d'une molecule d'interet, ainsi qu'un ou plusieurs genes 
marqueurs de selection. Le vecteur permet soit la replication des genes soit leur 
integration dans le chromosome de la bacterie modifiee. La transformation de la 
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souche par le vecteur defini ci-dessus peut etre realisee sur la souche modifiee ou 
prealablement a la modification de la souche selon 1 5 invention. 

La souche modifiee pour la production de NADPH est obtenue par biologie 
moleculaire. 

5 Un autre aspect de P invention concerne P utilisation de ces souches modifiees 

selon P invention pour faire evoluer des enzymes NADPH dependantes permettant 
ainsi d'ameliorer leurs caracteristiques cinetiques, d'elargir ou de reduire leur 
specificite de substrat, et permettant in fine de creer une nouvelle voie metabolique 
et/ou d'ameliorer les rendements de biotransformation. Un autre aspect de 
10 ['invention concerne Putilisation de la souche modifiee ou de la souche evoluee pour 
realiser des biotransformations consommatrices de NADPH avec des rendements de 
biotransformations superieurs a ceux obtenus dans une souche non modifiee et/ou 
non-evoluee. 

L'invention concerne aussi un procede de production d'une molecule 
15 d'interet ayant une biosynthese consommatrice de NADPH caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 

a) mise en culture des microorganismes evolues selon P invention dans un 
milieu de culture approprie favorisant leur croissance et comprenant les 
substances necessaires pour la realisation de la biotransformation par 

20 fermentation ou byconversion, a Pexception du NADPH, et 

b) extraction de la molecule d'interet du milieu et le cas echeant purification. 

. De maniere preferentielle, la molecule d'interet est choisie parmi la cysteine, 
la methionine, le 3 -hydroxy propionate, Phydrocortisone, le xylitol et le glycerol. 

Pour une reaction de byconversion le procede comprend aussi Pajout du 
25 substrat a convertir dans le milieu de culture approprie. 

Le milieu de culture cite a Petape b) du procede selon l'invention defini ci- 
dessus comprend au moins un hydrate de carbone assimilable choisi parmi differents 
sucres assimilables, tels le glucose, le galactose, le saccharose, le lactose, ou les 
melasses, ou les sous-produits de ces sucres. Une source de carbone simple tout 
30 particulierement preferee est le glucose. Une autre source de carbone simple preferee 
est le saccharose. Le milieu de culture peut en outre contenir une ou plusieurs 
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substances (e.g. acides amines, vitamines, sels mineraux, ...) favorisant la production 
de la molecule d'interet. 

Les exemples ci-apres permettent d'illustrer Finvention, sans toutefois 
chercher a en limiter la portee. 
5 E. Description des figures 

Figure I : synthese de la methionine a partir de Fhomoserine, chez les 
bacteries. 

Figure 2 : Schema de synthese de la methionine selon F invention applique 
dans E. coli ; une strategic equivalente est transposable chez de nombreux 
10 microorganismes dont C. glutamicum. Les strategies metB* ou me/Y** necessitent 
Futilisation d'une souche initialement au moins A(metE) tandis que les strategies 
metB** ou metY* necessitent Futilisation d'une souche initialement au moins 
A(metC). 

Legende : 

15 MetA : homoserine succinyltransferase ; pourra etre remplace par une 

isoforme insensible a la retro-inhibition par la methionine ou par une isoforme 
homoserine acetyltransferase eventuellement insensible a la retro-inhibition par la 
methionine. 

MetB : cystathionine y-synthase 
20 MetB* : cystathionine y-synthase evoluee en « methionine synthase » 

MetB** : cystathionine y-synthase evoluee en homocysteine synthase 
MetY* : O-acetyl-homoserine (de C. glutamicum) evoluee en homocysteine 
synthase 

MetY** : O-acetyl-homoserine (de C. glutamicum) evoluee en « methionine 
25 synthase » 

La voie centrale represente la voie naturelle de synthese de la methionine 
chez E. coli. Les autres voies indiquees correspondent aux procedes selon 
V invention. 

Figure 3 : synthese de la cysteine a partir de la serine, chez les bacteries. 
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Figure 4 : strategic pour obtenir une synthese de cysteine a partir d'O-acetyl- 
L-serine. La fleche rouge correspond a Factivite cysteine synthase portee par 
Penzyme codee par le gene metY evolue selon 1 5 invention (metY*). 

Figure 5 : Comparaison de spectres de 13 C-RMN, correspondant au carbone 5 
5 de la methionine, obtenus par HSQC sur un hydrolysat de la souche sauvage (haut) 
ou de la souche Kla-F optimisee (bas). On observe que le carbone 5 de la souche 
Kla-F n'est pas marque au carbone 13 ce qui confirme quMl provient du 
methylmercaptide de sodium 

Figure N°6 : Evolution du taux de croissance de la souche initiale E. coli 
10 A(me(E) lors du processus de selection dirigee en batch. Abscisse : repiquage N° ; 
Fleche : Population JC144 ; \x deduit : valeurs obtenues a partir de 2-3 valeurs de 
DO ; \i calcule : valeurs obtenues avec plus de 4 valeurs de DO. 

Figure 7 : Cinetique de croissance de la population E. coli A(metC) lors de 
son ensemencement initial (culture N°l) et lors de son dixieme repiquage (Repiquage 
; 15 10). 

Figure N°8 : Realisation de la PCR sur la souche modifiee E. coli Ameti ::Cm 
on utilisant les amorces DmetJBF et MetJR. L'extremite 5' de l'amorce DmetJBF est 
aussi capable de s'hybrider une sequence situee dans la partie 3' du gene metL. 

Figure N°9 : Souches obtenues a 1' issue de la recombinaison homologue .avec 
20 le fragment amplifie par PCR (voir Figure 8) ; il est possible d'avoir deux 
evenements differents de recombinaison homologue, chacun ayant la meme 
probabilite de se produire. Dans le premier cas 5 on recree une souche E. coli 
Ameti ::Cm alors que dans le second cas, on cree la souche E. coli 
[Ameti 5 Ameti ::Cm] en repla^ant le promoteur de Foperon metBLF devant metL. 
25 Figure N°10 : Evolution du taux de croissance de la souche E. coli [A(we/BJ 5 

metC) pTrc-we/Y] sur un milieu defini (MML8), contenant du glucose pour seule 
source de carbone. 

F. Exemples 

F.I. Voie de Biosynthese de la methionine. 

30 Une premiere application (Exemple F.I.I.) de Pinvention au genie metabolique de la 
voie de biosynthese de la methionine comprend les etapes suivantes : 
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a) Deletion du gene metE dans la souche initiale VE.coli ; la souche modifiee 
obtenue est done auxotrophe a la methionine. La souche initiate est capable 
de croitre sur un milieu minimum (MM) depourvu de methionine, S- 
adenosylmethionine, homocysteine, cystathionine alors que la souche 
modifiee a perdu cette capacite. 

b) Culture de la souche ci-avant modifiee sur le meme milieu minimum (MM) 
auquel on ajoute le methyl mercaptide de sodium (co-substrat) afin de faire 
evoluer une activite enzymatique endogene en activite methionine-synthase 
afin de compenser I'activite enzymatique initialement delete (MetE). 

c) Selection d'une souche evoluee ayant une nouvelle activite methionine- 
synthase en presence de methylmercaptide de sodium. La souche etant alors 
caracterisee. 

d) Isolement du gene evolue codant la proteine ayant une activite enzymatique 
evoluee, en Toccurrence la cystathionine-y-synthase ayant une activite 

15 methionine-synthase amelioree. 

Une deuxieme application (Exemple F.I.2.) de 1'invention, au genie metabolique de 
la voie de biosynthese de la methionine, comprend les etapes suivantes : 

a) Deletion du gene melC dans la souche initiate d'E.co/i ; la souche modifiee 
obtenue est done auxotrophe a la methionine. La souche initiate est capable 
de croitre sur un milieu minimum (MM) depourvu de methionine, S- 
adenosylmethionine, homocysteine, cystathionine alors que la souche 
modifiee a perdu cette capacite. 

b) Culture de la souche ci-avant modifiee sur le meme milieu minimum (MM) 
en absence de tout co-substrat afin de faire evoluer une activite enzymatique 
endogene en activite homocysteine-synthase afin de compenser I'activite 
enzymatique initialement delete (MetC) 

Une troisieme application (Exemple F.I.3.) de I 'invention a revolution de la 
30 voie de biosynthese de la methionine comprend les etapes suivantes : 

a) Deletion des genes me,C, metB, met] dans la souche initiate VE.coli M 
souche modifiee obtenue est done auxotrophe a la methionine. La souche 
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initiale est capable de croitre sur un milieu minimum (MM) depourvu de 
methionine, S-adenosylmethionine ? homocysteine, cystathionine alors que la 
souche modifiee a perdu cette capacite. 

al) Introduction du gene metY, un gene heterologue issu de C. gluiamicum. Ce 
5 gene etant destine a evoluer d'une activite acetylhomoserine sulfhydrylase en une 

activite methionine-synthase. 

b) Culture de la souche modifiee E. coli [metY A(me(B, metC, met])] sur le 
meme milieu minimum (MM) auquel on ajoute le methylmercaptide de 
sodium (co-substrat) afin de faire evoluer une activite enzymatique endogene 

10 en activite methionine-synthase afin de compenser les activites enzymatiques 

initialement deletees (MetB, MetC). 

c) Selection d'une souche evoluee ayant une nouvelle activite methionine- 
synthase en presence de methylmercaptide de sodium. 

Exemple F.I.I Obtention d'une souche evoluee ayant une activite 
15 methionine-synthase en presence de methylmercaptide de sodium, 
a) Construction de la souche modifiee E. coli A(meiE) 

L'inactivation du gene metE est realisee en inserant une cassette de resistance 
a l'antibiotique chloramphenicol tout en deletant la majeure partie du gene concerne. 
La technique utilisee est decrite par Datsenko, K.A. ; Wanner, B.L. (2000) One-step 
20 inactivation of chromosomal genes in Escherichia coli K-12 using PCR products. 
Proc. Natl Acad. Sci. USA 97 : 6640-6645. 

. Deux oligonucleotides sont utilises pour realiser la strategic: 
- DmetER de 1 00 bases (SEQ ID NO 1 ): 

tacccccgacgcaagttctgcgccgcctgcaccatgttcgccagtgccgcgcgggtttctggccagccgcgc 
25 gttttcagCATATGAATATCCTCCTTAG 
avec : 

une region (caracteres minuscules) homologue a la sequence (4012903 a 
4012824) du gene metE (sequence 4010643 a 4012904, sequence de reference sur le 
site http://£enol ist.pasteur.fr/Colibri/ ) 
30 une region (caracteres majuscules) pour ramplification de la cassette de 

resistance au chloramphenicol du plasmide pKD3 (Datsenko, K.A. ; Wanner, B.L. 
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(2000) One-step inactivation of chromosomal genes in Escherichia coli K-12 using 
PCR products. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97 : 6640-6645) 
- DmetEF de 100 bases (SEQ ID NO 2): 

tgacaatattgaatcacaccctcggtttccctcgcgttggcctgcgtcgcgagctgaaaaaagcgcaagaaagt 
5 tattggTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 



avec : 



une region (caracteres minuscules) homologue a la sequence (4010644 a 
4010723) du gene melE 

une region (caracteres majuscules) pour l'amplification de la cassette de 
0 resistance au chloramphenicol portee par le plasmide pKD3 

Les oligonucleotides DmetER et DmetEF sont utilises pour amplifier la 
cassette de resistance au chloramphenicol a partir du plasmide pKD3. Le produit 
PCR obtenu est alors introduit par electroporation dans la souche MG1655 (pKD46) 
dans laquelle 1 'enzyme Red recombinase exprimee permet la recombinaison 
5 homologue. Les transformants resistants a l'antibiotique sont alors selectionnes et 
1' insertion de la cassette de resistance est verifiee par une analyse PCR avec les 
oligonucleotides metER et metEF. 

MetER (SEQ ID NO 3) : ggtttaagcagtatggtgggaagaagtcgc (homologue a la 
sequence de 4012978 a 4012949) 

0 MetEF (SEQ ID NO 4) : cccggggatgaataaacttgccgccttccc (homologue a la 

sequence de 4010567 a 4010596) 

La cassette de resistance au chloramphenicol peut ensuite etre eliminee. Le 
plasmide pCP20 porteur de la recombinase FLP agissant au niveau des sites FRT de 
la cassette de resistance au chloramphenicol, est alors introduit dans les souches 
recombinantes par electroporation. Apres une serie de culture a 42°C, la perte de la 
cassette de resistance a Pantibiotique est verifiee par une analyse PCR avec les 
memes oligonucleotides que ceux utilises precedemment. 

b) Culture et evolution de la souche modifiee A(metE) en presence de 
methylmercaptide de sodium pour co-substrat 

Pour optimiser E. coli pour la production de methionine a partir du methyl- 
mercaptan, on effectue une selection dirigee en flacons. 



m 



1er depot 



33 



La souche E. coli rendue auxotrophe pour la methionine en inactivant le gene 
melE (voir ci-avant) ne peut done croitre qu'en fabriquant sa propre methionine, par 
F utilisation du methyl-mercaptan. 

La mise en oeuvre de cette technique permet la selection d'une souche de 
5 Escherichia coli dont la cystathionine-y-synthase (EC 4.2.99.9) a developpe une 
activite « methionine-synthase » modifiee en presence de methyl-mercaptan. 

La selection dirigee est conduite en flacon en verre hermetiquement ferme 
contenant 50 mL de milieu mineral (Schaefer et al., 1999, Anal. Bibchem. 270 : 88- 
96) en presence de 33 mM glucose, et du chloramphenicol a une concentration finale 
10 de 25 mg/1. 

Les milieux de culture sont ensemences avec la souche E. coli K12 A??ietE a 
DO600nm definie. On ensemence avec une population de bacteries suffisamment 
importante pour que certaines bacteries possedent potentiellement des mutations 
spontanees interessantes dans le gene metB, permettant d'assimiler le methyl- 
15 mercaptan. Cette .population a ete obtenue par culture de la souche auxotrophe en 
methionine sur milieu minimum supplements en methionine. 

Trois flacons re9oivent alors 100 |aL d'une solution a 400 mg/L de sodium 

r 

mercaptide, tandis qu'un quatrieme flacon ne re9oit pas de sodium mercaptide^Les 
cultures sont realisees sous agitation, a 37°C, pendant 6 jours, puis la DO600n£i est 
20 mesuree. Les resultats sont resumes dans le Tableau N°l ci-dessous. 





Flacon 1 


Flacon 2 


Flacon 3 


Flacon Temoin 


DO600nm 3 T=0 


0.34 


0.34 


0.34 


0.34 


D0 6 oonm a T=6 jours 


0.23" 


1.14 


0.79 


0.32 



Tableau 1. Mesure de la densite optique de milieux de cultures pour coli en 
presence (flacons 1-3) ou absence (flacon temoin) de sodium mercaptide. 
Ces resultats montrent que les flacons 2 et 3 ont permis de multiplier une 
25 souche capable d'utiliser le methyl-mercaptan pour produire la methionine necessaire 
a sa croissance (augmentation de la densite optique). 

c) Selection de la souche evoluee en presence de methylmercaptide de 
sodium. 
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La population d'E. coli A(me(E) issue du flacon 2 subi des repiquages 
successifs en flacons, permettant d ? obtenir la population Kla-F. 

La nouvelle population obtenue Kla-F est mise en culture dans un milieu 
minimum (Schaefer et al., 1999, Anal Biochem, 270 : 88-96) contenant 2 5 5 g.T 1 de 
5 glucose entierement marque au carbone 13 et du methyl mercaptide de sodium (200 
ppm) non enrichi en carbone 13. Cette population est auxotrophe pour la methionine 
en l'absence de methylmercaptide de sodium. 

Apres la culture, les cellules sont recuperees, lavees puis hydrolysees par HC1 
6N pendant 24 heures a 107°C. Une analyse par RMN bidimensionnelle est alors 
10 realisee (HSQC). Cette analyse permet d'etudier le carbone 5 de la methionine, qui 
provient, soit de la L-cysteine, produite a partir du glucose present dans la solution 
(voie classique), soit du methylmercaptide de sodium lorsque la nouvelle voie 
metabolique selon ^invention est utilisee. 

L'experience est conduite de maniere similaire avec la souche sauvage E. coli 
15 K12 (produisant la methionine a partir du glucose), en absence de methylmercaptide 
de sodium. 

La figure 5 montre deux spectres ID, issus de deux acquisitions distinctes, 
superposes pour une meilleure lecture. Ces spectres ID sont extraits de spectres 
RMN a deux dimension type HSQC (correlation entre protons et carbone 13). Les 
20 spectres RMN a deux dimensions ont ete obtenus sur un hydrolysat acide des 
bacteries. 

L'echantillon analyse est un hydrolysat total ; cependant du fait de la 
sensibilite de la RMN et des temps d'acquisition utilises, on detecte essentiellement 
les acides amines, les sucres, les bases et le glycerol. Chaque carbone (couple a un 
25 proton) de chaque acide amine donne une resonance magnetique nucleaire. 

Le carbone 5 de la methionine (c'est a dire le groupe methyl terminal) 
presente un deplacement chimique d'environ 14,7 ppm. La figure 5 presente la zone 
de deplacement chimique centree autour de 14,7 ppm pour les deux souches. 

On remarque que dans le cas du spectre superieur, le signal du carbone 5 est 
30 fort, indiquant que le carbone 5 est marque au carbone 13. En consequence, ce 
carbone 5 provient du glucose marque introduit comme substrat dans le milieu de 
culture. 
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On remarque par contre que le meme signal est tres faible dans le spectre 
inferieur (souche Kla-F). Cela signifie que le carbone 5 n'est pratiquement pas 
marque. Pourtant les autres carbones de la molecule sont fortement marques 
(resultats non presentes). Le carbone 5 non marque ne provient done pas du glucose 
5 mais du methyl-mercaptan. 

On peut done conclure que la souche Kla-F produit de la methionine a partir 
de succinyl-L-homoserine et de methylmercaptide de sodium. 

La population Kla-F subit 14 nouveaux cycles de repiquage successifs en 
flacon. On obtient ainsi la population K144 (figure 6) que Fon etale alors sur milieu 
10 minimum gelose con tenant du glucose pour seuie source de carbone. Les boites 
inoculees sont placees en condition aerobie dans une jarre anaerobie dans laquelle est 
introduit un tube contenant du methylmercaptide de sodium dissout dans de Peau, la 

jarre est alors placee dans un incubateur a 37°C. La temperature d'ebullition du 

■> 

methylmercaptide de sodium etant de 5°C, l'atmosphere de la jarre anaerobie 
15 s'enrichie en methylmercaptan. Apres 4 jours, les clones apparaissent sur les boites ; 
ils correspondent aux bacteries capables de produire de la methionine en presence de 
methylmercaptan. Dix clones sont isoles, dont le clone K176. Le clone K176 est 
multiplie en culture liquide et des stocks glycerols sont realises portant le numero 
K183. 

20 Le clone est envoye au sequen<?age en meme temps que. Pour le clone K183 

et la souche E. coli K12 A(metE) initiate, la sequence des genes metJ et metB (SEQ 
ID N°5) a ete determinee. La sequence obtenue pour metB evoluee, appelee metB* 
(SEQ ID N°7) permet d'observer la presence d'une alanine en position 325 (SEQ ID 
N°8) en remplacement d'un glutamate (SEQ ID N°6). Le gene met} ne presente 

25 aucune mutation. Cette souche a ete deposee a la CNCM le 2 avril 2003, sous le 
numero 1-3005. 

• Caracterisation du clone K183 

Le clone K183 est cultive en flacon, en milieu minimum avec glucose et 
methylmercaptide de sodium pour seule source de carbone. En parallele, une culture 
30 est realisee dans des conditions identiques avec la souche E. coli K12 sauvage. On 
observe que la consommation de glucose par g de biomasse est deux fois plus 
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importante que pour une souche de E. coli sauvage (MBM01). La surconsommation 



est 


probablement due en partie a la production d'acetate. 




Souches 


Rendement Biomasse 


Rendement Acetate 




MBM01 


0.45 


<0.002 




K183 


0.24 


0.36 



et le clone evolue K183 : 
Rendement Biomasse exprime en gcbionW&giucose). 
Rendement Acetate exprime en g (accta , e )/g(giucosc). 

L'analyse des metabolites intracellulaires et extracellulaire de ces deux 
cultures montre notamment : 

En intracellulaire, une augmentation de l'alanine, du pyruvate, du 
ketobutyrate et de 2 ketoisocaproate et une diminution de la concentration en 
tryptophane, norvaline, norleucine, leucine et methionine. 

En extracellulaire, une accumulation de glutamate, d'isoleucine, threonine, 
valine et 2-ketoisocaproate et une diminution de pyruvate, norleucine, tryptophane. 

• Caracterisation de l'activite specifique « methionine synthase » des 
souches MBM01 et K183 en presence de methylmercaptan. 

Afin de montrer ^amelioration de l'activite methionine synthase dans la 
souche K183 par rapport a la souche sauvage (MBM01), des reactions enzymatiques 
sont realisees en utilisant des extraits acellulaires prepares a partir de cultures des 
souches K183 et MBM01 realisees sur riche (milieu BH1, commercialise par 
D1FCO, avec 2,5 g/L de glucose) en absence de methylmercaptan. Les extraits 
proteiques sont desales sur PDl 0 et reserves sur glace. 

Conditions reactionnelles et traitement de I'echantillon 

- Preparer sur la glace une solution de sodium methanethiolate diluee 10 fois (100 
pi de solution 3M plus 900 pi d'eau mQ) 

- Preparer sur la glace les melanges reactionnels constitues de 20pL de tampon 
phosphate 500 mlvl pH 6.5, lOul Pyridoxal phosphate 2,5 mM, 16 pL O- 
succinylhomoserine 25 mM, 10 pL Sodium methanethiolate 0,3 M, 24 pL eau 
milliQ. 
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Placer les tubes a 37°C (thermomixer sous la hotte) et ajouter Pextrait proteique 
(20 fal) pour demarrer la reaction. 

Pour arreter la reaction (0 a 30 minutes), placer les tubes sur glace et ajouter 400 
|il d 'acetone a -20°C. 
5 - placer les tubes a -20°C pendant 30 minutes 

puis ouvrir les tubes sous la hotte pendant 10 minutes pour evaporer le 
methanethiol et 1' acetone (les maintenir sur glace) 

centrifuger 5 minutes a 10000 g , transvaser le surnageant (-100 \iL) dans des 
tubes eppendorf et diluer pour un volume final de 1 mL. 
10 Mesure de I'activite methionine synthase en detectant la quantite de 

succinate libere du succinylhomoserine : 

Dix f-il de l'echantillon ci-dessus obtenu sont analyses par chromatographic 
ionique en utilisant un Appareil Dionex DX-500 equipe d'une precolonne AG-1 1 
2 mm et d'une colonne AS-1 1 2 mm, d'un suppresseur ASRS Ultra, d'une boucle 
15 injection 10 Un gradient est alors applique : 0 - 7 min 0,5 mM KOH ; 7 min 

injection ; 7 - 9,5 min 0,5 mM KOH ; 9,5 - 13 min 0,5 - 5 mM KOH ; 13 - 25 
min 5 - 38,3 mM KOH. 

Mesure de I'activite methionine synthase en detectant la quantite de 
methionine synthetisee en presence de methylrriercaptan 
20 L'analyse est realisee par GC-MS ce qui necessite de silyler les echantillons 

prealablement a l'injection. Pour cela chaque echantillon re9oit un standard interne 
(serine 13C) qui permet de valider la qualite de la silylation. Les echantillons sont 
ensuite lyophilises pendant la nuit. 

La derivation est realisee en appliquant le protocole suivant : 
25 Ajouter 400 fil de la solution d'hydroxylamine (0,250g +/- 0,002 g dissous 

dans 10 ml de Pyridine) a Taide d'une pipette automatique de 1 ml et fermer 
correctement les tubes. Melanger a l'aide d'un Vortex pendant 2 fois 10 secondes. 
Concentrer le milieu reactionnel au fond du tube par centrifugation (maxi 1 minute a 
5000 g) et laisser reagir 1 heure 30 a 30°C. Ouvrir les tubes et ajouter 1000 }il de 
30 solution de BSTFA a Taide d'une pipette automatique de 1 ml et completer avec 
lOOjal de Pyridine (pipette automatique de 200 fil). Refermer les tubes, vortexer 
pendant 10 secondes et mettre a incuber respectivement pendant 60 minutes a 60°C 
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dans le cas des derives TBDMS et 30 minutes a 70°C pour le BSTFA. Si necessaire 
filtrer les echantillons sur filtre a usage unique avec membrane PTFE de 0,22 urn ou 
centrifuger a 5000 g pendant 5 minutes. Transferer dans un flacon de 1 ,5 ml, sertir et 
injecter en CPG. 

Les analyses ont ete realisees avec l'appareil Agilent technologies 
GC6890/MSD5973 equipe d'une colonne apolaire (HP-5MS, Bios Analytique). Le 
gaz vecteur est l'helium a debit constant de 1 ml.min-1. L'injection de 1 ul 
d'echantillon a lieu en mode splitless avec un debit de purge de 50 ml.min-1 pendant 
0,85 min. Le profil.de temperature est le suivant : la temperature initiate de 90°C est 
maintenue pendant 2 minutes puis augmente jusqu'a 320 °C avec une pente de 10 
°C.min-l. Cette temperature est maintenue pendant 6 minutes. La detection se fait 
par spectrometrie de masse avec ionisation par impact electronique en mode 
balayage dans une gamme variant de m/z = 40 a 550 amu. Le delai de passage de 
solvant est regie a 3,10 minutes. 



Dans ces conditions, une activite « methionine synthase » a pu etre dosee 
dans les echantillons incubes avec le methanethiol, via la quantification d'une part, 
du succinate par chromatographic ionique et d'autre part, de la methionine par GC- 
MS. 

Les resultats sont reportes dans le Tableau 3 ci-dessous. 



Souche 


Concentration 
en proteines 


Activite specifique 
(mUI/mg proteines) 


Dosage 
Succinate 


Dosage 
Methionine 


MBM01 


3,43 


0,30 


0,23 


K183 


3,62 


1,40 


1,72 



d'extraits des souches MBM01 et K183 

On observe done que I'activite methionine synthase en presence de 
methylmercaptan est renforcee dans la souche evoluee par rapport a la souche 
sauvage confirmant que la cystathionine y-synthase mutee (E325A) a une activite 
methionine synthase modifiee. 
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d) isolement du gene evolue et caracterisation cinetique de Fenzyme METB* 
ayant une activite methionine-synthase evoluee 

A fin de determiner les parametres cinetiques des activites methionine-synthase et 
cystathionine-y-synthase portees par METB et METB*, les genes metB et metB* ont 
5 ete clones dans un vecteur de surexpression pTopo (Invitrogene) en utilisant la 
strategic suivante : 

- Amplification du gene metB ou metB* avec les oligonucleotides metJ /metLR et la 
polymerase thermoresistante Pwo. 

- Ligation du produit PCR au plasmide pTOPO 4-PGR blunt, et introduction du 
10 plasmide ainsi forme, pTopo.metB ou pTopo.metB* dans DH5a et selection des 

clones Ap r . 

- Verification par digestion enzymatique de la configuration du plasmide 
pTopo.metB ou pTopo.metB* apres extraction ✓ 

- Introduction du plasmide verifie pTopo.metB dans la souche MG1655(AmetBJ 5 \ 
15 AmetE). Verification par digestion enzymatique, comme precedemment du plasmide 

introduit. Verification par PCR de la souche MG1655(AmetBJ, AmetE) avec les 
oligonucleotides metJR / metLR pour la deletion meU, metER / metEF pour la 
deletion metE : souche MINS33. 

Les cultures sont alors realisees sur milieu riche et des extraits proteiques sont 
20 realises. Les activites enzymatiques methionine-synthase et cystathionine-yrsynthase 
sont ensuite determinees en utilisant respectivement le methyl mercaptide de sodium 
et la cysteine comme co-substrat reactionnel. 

Les caracteristiques cinetiques de l'activite methionine synthase sont presentees dans 
le tableau N°4 tandis que les caracteristiques cinetiques de l'activite cystathionine- 
25 y-synthase sont presentees dans le tableau N°5. 





Km 


Vmax 


pTOPOmetB 


277 mM 


13,9 mUl/mg proteines 


PTOPOmetB* 


6 mM 


5,6 mUl/mg proteines 



Tableau 4. Caracteristiques cinetiques apparentes de Pactivitc methionine- 
synthase portee par les enzymes METB et METB*. 
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On observe que la mutation A325E permet de diminuer de plus de 45 fois le 
Km de P enzyme pour le methylmercaptan alors que le Vmax n'est lui diminue que 
d'un facteur 2 . 





Km 


Vmax 


pTOPOmetB 


7,5 mM 


39840 mUl/mg prolines 


PTOPOmetB* 


0,6 mM 


2889 mUl/mg proteines 



Tableau 5. Caracteristiques cinetiques apparentes de Pactivite cystathionine-y- 
synthase portce par les enzymes METB et METB*. 

On observe que la mutation A325E permet de diminuer d'environ 13 fois 
Pactivite cystathionine-y-synthase et le Km de P enzyme pour la cysteine. 

Exemple F.I.2. : Evolution d'une activite homocysteine synthase a partir 
d'une cystathionine-y-synthase 

• Construction des souches MG1655 (AmetCr.Cm) et MG1655 (AmetC\ 

Pour inactiver le gene metC la strategic de recombinaison homologue decrite 
par Datsenko & Wanner (2000) est utilisee. Cette strategic permet 1' insertion d'une 
cassette de resistance a Tantibiotique chloramphenicol tout en deletant la majeure 
partie du gene concerne. Pour cela ? nous avons utilise deux oligonucleotides : 

Pour metC : 

- DmetCR de 100 bases (SEQ ID NO 12): 

ccggcgtccagatcggcaatcagatcgtcgacatcttccagaccaatatgcaggcgaatcaaggtcccgctaa 
aatcgatCATATGAATATCCTCCTTAG 
avec 

une region (carac teres minuscules) homologue a la sequence (3151419 a 
3151359) du gene metC (sequence 3150251 a 3151438, sequence de reference sur le 
site http://aenolist.Dasteur.fr/Colibri/ ) 

une region (caracteres majuscules) pour P amplification de la cassette de 
resistance au chloramphenicol (sequence de reference dans la publication Datsenko, 
K.A. et Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97 : 6640-6645) 

- DmetCF de 100 bases (SEQ ID NO 13) : 

cggacaaaaagcttgatactcaactggtgaatgcaggacgcagcaaaaaatacactctcggcgcggtaaata 
gcgtgattTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 
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avec 

une region (caracteres minuscules) homologue a la sequence (3150255 a 
3 1 50334) du gene metC 

une region (caracteres majuscules) pour Pamplification de la cassette de 
5 resistance au chloramphenicol. 

Les oligonucleotides DmetCR et DmetCF sont utilises pour amplifier la 
cassette de resistance au chloramphenicol a partir du plasmide pKD3. Le produit 
PCR obtenu est ensuite introduit par electroporation dans la souche MG1655 
(pKD46) dans laquelle 1 'enzyme Red recombinase exprimee permet la 
10 recombinaison homologue. Les transformants resistants a l'antibiotique sont alors 
selectionnes et 1' insertion de la cassette de resistance est verifiee par une analyse 
PCR avec les oligonucleotides metCR et metCF definis precedemment. La souche 
retenue est nommee MG1655 (AmetCv.Cm). 

MetCR (SEQ ID NO 14) : cgtccgggacgccttgatcccggacgcaac (homologue a la 
15 sequence de 3151522 a 3151493) 

MetCF (SEQ ID NO 15) : gcgtttacgcagtaaaaaagtcaccagcacgc (homologue a la 
sequence de 31501 18 a 3150149) 

La cassette de resistance au chloramphenicol peut ensuite etre eliminee. Le 
plasmide pCP20 porteur de la recombinase FLP'agissant au niveau des sites FRT de 
20 la cassette de resistance au chloramphenicol, est alors introduit dans les souches 
recombinantes par electroporation, Apres une serie de culture a 42°C, la perte de la 
cassette de resistance a Pantibiotique est verifiee par une analyse PCR avec les 
memes oligonucleotides que ceux utilises precedemment. La souche retenue est 
nommee MG1655 (AmetC). 
25 La construction de la souche A(mefC) est decrite dans Texemple F.I. 2. Dans 

un mode particulier de I 5 invention la souche E. coli A(meiC) est mise en culture en 
flacon (voir exemple F.I.I) contenant un milieu minimum avec glucose comme seule 
source de carbone. Le milieu ne contient ni methylmercaptan, ni H2S. Des 
repiquages sont realises et les taux de croissances sont determines pour chaque 
30 repiquage. On observe une tres nette amelioration du taux de croissance de la souche 
A(metC) sur milieu minimum suggerant que l'activite homocysteine synthase portee 
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par la cystathionine y-synthase s'est fortement amelioree en presence d'H2S 
endogene (voire figure 7). 



Cycles de repiquage N° 


fx mesure (h 1 ) 


1 


0,05 


3 


0,37 


5 


0,39 


10 


0,44 


12 


0,44 



Exemple F.I.3. : Evolution d'une activite methionine synthase a partir 
d'une activite acetylhomoserine sulfhydrylase. 

Construction de la souche MG1655 (AmetB-AmetJ) 

Pour deleter les genes metB et metS, et conserver le promoteur de I'operon 
metBL, nous avons insere une cassette de resistance a Fantibiotique chloramphenicol 
tout en deletant la majeure partie des genes concernes et en maintenant le promoteur 
de metBL. Pour cela, nous avons utilise deux oligonucleotides. 

Pour metBS : 

- MetJR de 30 bases (SEQ ID NO 9): 

ggtacagaaaccagcaggctgaggatcagc 

homologue a la sequence (4125431 a 4125460) en aval du' gene met] 
(sequence 4125975 a 4125581, sequence de reference sur le site 
http://genolist.pasteur.fr/ColibriA 

- DmetlBF de 100 bases (SEQ ID NO 10) : 

tatgcagctgacgacctttcgcccctgcctgcgcaatcacactcatttttaccccttgtttgcagcccggaagcca 
ttttcaggcaccagagtaaacatt 

avec 

une partie homologue (caracteres majuscule) a la sequence (4126217 a 
4126197) entre les genes meti et metB (sequence 4126252 a 4127412) contenant la 
region promotrice de Toperon me/BLF. 

une partie homologue (caracteres minuscule) a la sequence (4127460 a 
4127380) correspondant au debut du gene metL (sequence 4127415 a 4129847) et a 
la fin du gene metB. 
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Ces deux oligonucleotides ont ete utilises pour amplifier la region concernee 
sur l'ADN chromosomique de MG1655 A(metJ ::Cm) ; voir figure 8. 

Le produit PCR obtenu est alors introduit par electroporation dans la souche 
MG1655 (pKD46) dans laquelle 1'enzyme Red recombinase exprimee permet la 
5 recombinaison homologue. Les transformants resistants a l'antibiotique sont alors 
selectionnes et la deletion de gene metB par recombinaison homologue est verifiee 
par une analyse PCR avec les oligonucleotides MetJR et MetLR, definis 
precedemment. 

La souche souhaitee est la souche MG1655 (AmetB-Ameti ::Cm) ou les genes 
10 met] et metB ont ete elimines et le promoteur de Poperon metBLF replace devant 
metL (voir figure 9). 

La cassette de resistance au chloramphenicol peut ensuite etre eliminee. Le 

plasmide pCP20 porteur de la recombinase FLP agissant au niveau des sites FRT de 

?> 

la cassette de resistance au chloramphenicol, est alors introduit dans les touches 

». * 

15 recombinantes par electroporation. Apres une serie de culture a 42°C, la perte de la 
cassette de resistance a l'antibiotique est verifiee par une analyse PGR avec les 
memes oligonucleotides que ceux utilises precedemment (MetLR et MetJR). 

Construction des souches MG1655 A(metC ::Cm, metJB) et MG1655 
A(metC\ metJB) 

20 Pour deleter le gene metC (sequence 3150251 a 3151438, sequence de 

reference sur le site http://genolist.pasteur.fr/Colibri/ ) de la souche MG1655 (AmetB- 
AmetJ), nous avons utilise la technique de transduction avec le phage PI. Le 
protocole suivi est realise en deux etapes avec la preparation du lysat de phage sur la 
souche MG1655 A(metC::Cm) puis transduction dans la souche MG1655 A(we/B- 

25 Ameti). 

La construction de la souche A(/?7e/C::Cm) est decrite dans Fexemple F.I. 2. 

Preparation du lysat de phage PI : 
Ensemencement par lOOjal d'une culture de nuit de la souche MG1655 
(A/??e/C::Cm) de 10 ml de LB + Cm 30jig/ml + glucose 0 ? 2% + CaCL 5 mM 
30 - Incubation 30 min a 37°C sous agitation 

Ajout de 100 j^I de lysat de phage PI prepare sur la souche sauvage MG1655 
(environ 1 . 1 0 9 phage/ml) 
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- Agitation a 37°C pendant 3 heures jusqu'a la lyse totale des cellules 
Ajout de 200 jil de chloroforme et vortex 

- Centrifugation 1 0 min a 4500g pour eliminer les debris cellulaires 

- Transfert du sumageant dans un tube sterile et ajout de 200 jal de chloroforme 
Conservation du lysat a 4°C 

Transduction 

- Centrifugation 10 min a 1500g de 5 ml d'une culture de nuit de la souche 
MG1655 (AmetB-Ameti) en milieu LB 

- Suspension du culot cellulaire dans 2,5 ml de MgS0 4 1 0 mM, CaCl 2 5 mM 

- - Tubes temoins : 100 |il cellules 

100 ^1 phages PI de la souche MG 1655 (AmetC::Cm) 

- Tube test: 100 |al de cellules + 100 de phages PI de la souche MG1655 
(AmetC::Cm) 

- Incubation 30 min a 30°C sans agitation 

- Ajout de 100 (Ltl de citrate de sodium 1 M dans chaque tube puis vortex 
Ajout de 1 ml de LB 

- Incubation 1 heure a 37°C sous agitation 

- Etalement sur des boites LB + Cm 30 ^g/ml apres centrifugation 3 min a 7000 
rpm des tubes. 

- Incubation a 37°C jusqu'au lendemain 

Verification de la souche 

Les transformants resistants a l'antibiotique sont alors selectionnes et 
F insertion de la region contenant (metC::Cm) est verifiee par une analyse PGR avec 
les oligonucleotides MetCR et MetCF d'une part et MetJR et MetLR d'autre part afin 
de verifier egalement la souche deletee des genes metB et meti. La souche retenue est 
denommee MG1655 A(metC ::Cm ? metJB). 

MetCR (SEQ ID NO 11): cgtccgggacgccttgatcccggacgcaac (homologue a la 
sequence de 3 1 5 1 522 a 3 1 5 1 493) 

MetCF (SEQ ID NO 12) : gcgtttacgcagtaaaaaagtcaccagcacgc (homologue a la 
sequence de 31501 18 a 3150149) 

Comme precedemment, la cassette de resistance au chloramphenicol peut 
ensuite etre eliminee. Le plasmide pCP20 porteur de la recombinase FLP agissant au 
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niveau des sites FRT de la cassette de resistance au chloramphenicol, est alors 
introduit dans les souches recombinantes par electroporation. Apres une serie de 
culture a 42°C, la perte de la cassette de resistance a I'antibiotique est verifiee par 
une analyse PCR avec les memes oligonucleotides que ceux utilises precedemment 
5 (MetCR et MetCF d'une part et MetJR et Met LR d'autre part). La souche retenue 
est denommee MG1655 A(metC, met JB). 

Introduction du plasmide pTrc99A-metY et evolution de la souche 
Dans un mode de realisation particulier, on construit un plasmide permettant 
l'expression du gene metY C glutamicum. Ce gene est amplifie par PCR a partir 

10 d'ADN chromosomique de C glutamicum puis introduit dans un plasmide pTrc99A. 
On pourra choisir d' amplifier par PCR le gene metY et eventuellement son 
promoteur naturel. Dans un mode de realisation prefere, on clone le gene metY sous 
le controle d'un promoteur permettant une expression dans E. coli. Le vecteurs 
utilises est un pTrC99A (Pharmacia), mais on pourrait aussi utiliser un vecteur choisi 

1 5 parmi pUC, pBluescript, pCR-Script 5 pTopo ... v 

La souche Escherichia coli A(metC, met SB) precedemment obtenue est 
transformee avec le plasmide pTvc-metY de C. glutamicum. La transformation de la 
souche est realisee par electroporation. 

La souche obtenue est ensuite inoculee dans un Erlen Meyer (DOeoonm ^ 0.4 - 

20 0.5) contenant 10% de son volume en milieu minimum avec glucose pour seule 
source de carbone. La faible activite succinylhomoserine sulfhydrylase initialement 
portee par 1 'enzyme MetY limite la croissance {\x —0.06 h" 1 ) de la population 
bacterienne sur milieu minimum (MML8) du fait d'une limitation en methionine 
synthetisee. Des repiquages sont realises lorsque la D0 6 oonm dans la fiole atteint 

25 environ 2. La selection est ainsi menee pendant 22 cycles de cultures. On observe 
une forte amelioration du taux de croissance pendant cette phase d' evolution- 
selection (Figure 10). Compte tenu de l'experience acquise, il est vraisemblable que 
Pamelioration de croissance observee corresponde a une evolution du gene metY de 
telle sorte que Tactivite O-acetyl-homoserine sulfhydrylase soit modifiee en une 

30 activite O-succinyl-homoserine sulfhydrylase permettant de produire de 
Phomocysteine a partir d'O-succinylhomoserine et d'H2S ; ces deux substrats etant 
produits par la bacterie. 
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Afin d'optimiser le processus devolution de we/Y, une demarche similaire 
peut-etre realisee en utilisant d'autres mutants d' Escherichia coli, on pourra 
notamment utiliser le mutant A(metC, me(B). 

Exemple FJ.4. : Procede de culture Fed-Batch pour la production et la 
5 purification de methionine. 

Preculture : 

La preculture est realisee pendant une nuit en fiole de 500 ml contenant 50 
ml de milieu minimum type M9 modifie, complete avec 2.5 g/1 de glucose. Les 
cellules sont recuperees par centrifugation et reprises dans 5 ml de milieu minimum 
1 0 type M9 modifie. 

Culture en fermenteur. 

La culture est realisee dans un fermenteur de volume utile de 300ml de type 
Fedbatch-pro DASG1P. 

Le fermenteur est rempli avec 145 ml de milieu minimum type M9 modifie et 
15 inoculer avec les 5 ml de preculture. Soit une DO600nm d' inoculation comprise 
entre 0.5 et 1.2. 

La temperature de la culture est maintenue entre 30 et 37°c et le pH est ajuste 
en permanence a une valeur comprise entre 6.5 et 8. II est partiellement regule par 
l'ajout d'une solution CH3SNa. Une solution de soude 2N peut le cas echeant 

20 completer la regulation. L'agitation est maintenue a entre 200 et 400 rpm pendant la 
phase de batch et est augmentee jusqu'a 1000 rpm en fin de fed-batch. La teneur en 
02 dissout est maintenue entre 30% et 40% de saturation en utilisant un controleur 
de gaz. Des que la OD 600nm a une valeur comprise entre 2.5 et 3 nous commen9ons 
le fed-batch par ajout du milieu de fed a un debit initial compris entre 0.3 et 0.5 ml/h 

25 avec une augmentation progressive jusqu'a des debits compris entre 2.5 et 3.5 ml/h. 
apres ce stade le debit est maintenu constant pendant un temps compris entre 24h et 
32h . Le milieu de fed est constitue sur la base d'un milieu M9 modifie complements 
par une concentration en glucose comprise entre 300 et 500g/l de glucose. Dans le 
merne temps nous complementons le milieu avec une solution de CH3SNa (solution 

30 entre 1 et 5M) afin de permettre la croissance de la bacterie tout en regulant le pH. 
Des que la concentration cellulaire atteint une concentration comprise entre 20 et 50 
g/1 nous rempla9ons le milieu de fed par un milieu minimum type M9 limite en 
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phosphore. La solution de methyl-mercaptan est remplacee par une injection directe 
de CH3SH sous forme gazeux dans le fermenteur. Le debit du gaz est adapte au 
debit de la solution de fed dans des rapports molaires avec le substrat carbone de 1 a 
3. Des que la concentration cellulaire est comprise entre 50 et 80 g/1 la fermentation 
5 est arretee. Le mout de fermentation est ajuste a un pH compris entre 7.5 et 9 par 
une solution de NaOH puis chauffe a entre 60 et 80°c .. Le mout est ensuite filtre sur 
des modules UF. La temperature du jus est maintenue entre 60 et 80°C, puis le jus est 
concentre avant passage sur charbon pour decoloration (en colorrne ou en bacth). Le 
jus decolore est de nouveau filtre pour retirer les dernieres particules avant d'etre 

10 acidifie par HC1 concentre jusqu'a un pH inferieur a 2.28 (pKl de la methionine). 
Les cristaux methionine.HCl ainsi formes sont recuperes par filtration, puis PHC1 est 
elimine par evaporation pour purifier la L-Methionine. 
Depot de materiel biologique 

15 La a Souche K183 ete depose le 02 Avril 2003 a la Collection Nationale de 

Cultures de Microorganismes (CNCM), 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 
15, France, selon les dispositions du Traite de Budapest, sous le Numero d'ordre 1- 
3005. 

i 

20 F. II. Evolution de la voie de biosyntliese de la cysteine I;. 

Une application (Exemple F.II.L) de 1 'invention au genie metabolique de la 
voie de biosynthese de la cysteine comprend les etapes suivantes : 

a) Deletion des genes ckvK, cysM dans la souche initiale d'£ coll ; la souche 
modifiee obtenue est done auxotrophe a la cysteine. La souche initiale est 

25 capable de croitre sur un milieu minimum (MM) depourvu de methionine, S- 

adenosylmethionine, homocysteine, cystathionine, cysteine alors que la 
souche modifiee a perdu cette capacite. 
al) Introduction du gene melY, un gene heterologue issu de C. glntamicum. Ce 
gene etant destine a evoluer d'une activite acetylhomoserine sulfhydrylase en une 
30 activite cysteine-synthase. 

b) Culture de la souche modifiee E. coli [melY A(cysK, cysM)] sur le meme 
milieu minimum (MM) en absence de tout co-substrat afin de faire evoluer 
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MetY en une activite cysteine-synthase afin de compenser les activites 
enzymatiques initialement deletees (CysK, CysM). 
c) Selection d'une souche evoluee ayant une nouvelle activite cysteine-synthase 
en presence d'H2S endogene ; verification de la nouvelle voie de synthese. 
Exemple FJI.l : Evolution d'une activite acetylhomoserine sulfhydrylase 
en activite cysteine synthase. 

a) construction de la souche E. coli A(cysK, cysM). 

L'inactivation des genes cysK et cysM est realisee en inserant une cassette de 
resistance a un antibiotique (chloramphenicol et kanamycine respectivement) tout en 
deletant la majeure partie des genes concernes. La technique utilisee est decrite par 
Datsenko, K.A. ; Wanner, B.L. (2000) One-step inactivation of chromosomal genes 
in Escherichia coli K-12 using PCR products. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97 : 6640- 
6645. Pour chaque construction un couple d'oligonucleotide a ete synthetise : 

Pour cysK: 

DcysKR de 100 bases (SEQ ID NO 17) : 

TgttgcaattctttctcagtgaagagatcggcaaacaatgcggtgcttaaataacgctcacccgatgatggtagaataacC 
ATATGAATATCCTCCTTAG 
avec 

une region (caracteres minuscules) homologue a la sequence (2531396 a 
2531317) du gene cysK (sequence de reference sur le site 
http://genolist.pasteur.fr/ColibriA 

une region (caracteres majuscules) pour 1' amplification de la cassette de 
resistance au chloramphenicol (sequence de reference dans la publication 
Datsenko, K.A. et Wanner, B.L., 2000 ; PNAS, 97 : 6640-6645) 
DcysKF de 1 00 bases (SEQ TD NO 1 8) : 

agtaagatttttgaagataactcgctgactatcggtcacacgccgctggttcgcctgaatcgcatcggtaacggacgcatT 
GTAGGCTGGAGCTGCTTCG 
avec : 

une region (caracteres minuscules) homologue a la sequence (2530432 a 
2530511)dugenec>wA- 

une region (caracteres majuscules) pour Pamplification de la cassette de 
resistance au chloramphenicol. 
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Pour cysM : 

DcysMR de 100 bases (SEQ ID NO 19): 
cccgccccctggctaaaatgctcttccccaaacaccccggtagaaaggtagcgatcgccacgatcgcagatgatcgcca 
cCATATGAATATCCTCCTTAG 
5 avec : 

une region (caracteres minuscules) homologue a la sequence (2536699 a 
2536778) du gene cysM (sequence de reference sur le site 
http://genolist.pasteur.fr/Colibri/ ) 

une region (caracteres majuscules) pour P amplification de la cassette de 
10 resistance a la kanamycine 

DcysMF de 1 00 bases (SEQ ID NO 20): 
Agtacattagaacaaacaataggcaatacgcctctggtgaagttgcagcgaatggggccggataacggcagtgaagtgt 
gTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 
avec : 

15 - une region (caracteres minuscules) homologue a la sequence (2537600 a 

. 2537521) du gene cysM 

une region (caracteres majuscules) pour Pamplification de la cassette de 
resistance a la kanamycine 
Les oligonucleotides DcysKR et DcysKF d'une part et DcysMR et DcysMF 
20 d ; autre part, sont utilises pour amplifier respectivement la cassette de resistance au 
chloramphenicol et a la kanamycine a partir des plasmides pKD3 et pKD4. Le 
produit PCR obtenu est alors introduit par electroporation dans la souche MG1655 
(pKD46) dans laquelle Fenzyme Red recombinase exprimee permet la 
recombinaison homologue. Les transformants resistants a chacun des antibiotiques 
25 sont alors selectionnes et Finsertion de la cassette de resistance est verifiee par une 
analyse PCR avec les oligonucleotides cysKR et cysKF d'une part et cysMR et 
cysMF d' autre part. 

cyKR (SEQ ID NO 21) : tttttaacagacgcgacgcacgaagagcgc (homologue a la sequence 
de 2531698 a 2531669) 
30 cysKF (SEQ ID NO 22) : ggcgcgacggcgatgtgggtcgattgctat (homologue a la sequence 
de 2530188 a 2530217) 
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cysMR (SEQ ID NO 23) : ggggtgacggtcaggactcaccaatacttc (homologue a la sequence 
de 2536430 a 2536459) 

cysMF (SEQ ID NO 24) : gcgcgcatcgctggccgctgggctacacac (homologue a la 
sequence de 2538071 a 2538042) 
5 Les cassettes de resistance au chloramphenicol et a la kanamycine peuvent 

ensuite etre eliminees. Pour cela, Le plasmide pCP20 porteur de la recombinase FLP 
agissant au niveau des sites FRT de la cassette de resistance au chloramphenicol ou a 
la kanamycine, est introduit dans les souches recombinantes par electroporation. 
Apres une serie de cultures a 42°C, la perte de la cassette de resistance a 
10 l'antibiotique est verifi.ee par une analyse PCR avec les memes oligonucleotides que 
ceux utilises precedemment. 

al) introduction du gene metY dans la souche precedente 
Le plasmide pTopometY a ete construit par insertion du gene metY dans le 
vecteur Zero Blunt TOPO PCR cloning kit (PCR4 TOPO vector, Invitrogen). Pour 
15 cela, le gene metY a ete amplifie par PCR avec la polymerase Pwo a partir de 
. l'ADN chromosomique de la souche Corymbacterium glutamicnm ATCC13032 en 
utilisant les oligonucleotides suivants : 

MetYR (SEQ ID NO 25) : 
ttagagctgttgacaattaatcatccggctcgtataatgtgtggaataaaaactcttaaggacctccaaa/gcc 
20 Promoteur de type TRC (pTRC-O) en gras et noiiyRBS du gene metY en gras 

et souligne, codon d' initiation du gene metY en gras et italiques. 
MetYF (SEQ ID NO 26) : 
gctctgtctagtctagtttgcattctcacg 

Sequence choisie en aval du terminateur de transcription du gene metY. 
25 Le produit PCR obtenu est ensuite directement clone dans le vecteur Topo 

pour donner le plasmide pTopometY. Le vecteur Topo porte une origine de 
replication pour E. coli, un gene de resistance a 1'ampicilline et un gene de resistance 
a la kanamycine. 

Le plasmide pTopometY est alors introduit dans la souche E. coli DH5a pour 
30 verification de la construction. Le sequen^age du gene metY du plasmide 
pTopometY avec les oligonucleotides universels Ml 3 reverse et Ml 3 forward sera 
ensuite realise pour confirmer la construction. 
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Le plasmide est introduit dans la souche E. coli A(cysK, cysM) par 
electroporation. 

c) Culture de la souche modifiee afin de faire evoluer le gene metY 
codant Tactivite acetvl-homoserine sulfhydrylase vers une activite cysteine 
5 synthase. 

La selection dirigee de la souche precedente contenant le gene metY peut-etre 
realisee en flacons ou en Erlen-Meyer. La mise en oeuvre de cette technique permet 
la selection d'une souche de Escherichia coli dont l'enzyme acetyl-homoserine 
sulfhydrolase a evolue en une activite « cysteine synthase ». La selection dirigee est 
10 conduite en Erlen-Meyer contenant 50 mL de milieu mineral (Schaefer et al. 5 1999, 
Anal. Biochern. 270 : 88-96) en presence de 33 mM glucose, de chloramphenicol a 
une concentration finale de 25 mg/1 et de kanamycine a une concentration de 25 
mg/ml 

Les milieux de culture sont ensemences avec la souche E. coli K12 [A (cysK, 
15 cysM) pTopometY] a DO600nm definie. On ensemence avec une population de 
bacteries suffisamment importante pour que certaines bacteries possedent 
potentielle.ment des mutations spontanees interessantes dans le gene metY, : 
permettant d'assimiler TO-acetyl serine. Cette population a ete obtenue par culture 
de la souche auxotrophe en cysteine sur milieu minimum supplemente en eysteine. 
20 Une culture temoin est ensemencee avec la souche E. coli K12 (A cysK, cysM). 

Les cultures sont realisees sous agitation, a 37°C, pendant 6 jours, puis la 
D0 6 oonmest mesiiree. La culture temoin ne presente pratiquement pas devolution de 
DO alors que quelques autres cultures ont vu leur DO evoluer de maniere 
significative. 11 est probable que Pactivite « cysteine synthase evoluee » se soit 
25 developpee dans les populations contenues dans ces Erlen-Meyer. La ou les 
mutations sont vraisemblablement intervenue dans le gene metY puisque c'est la 
seule difference entre ces souches et la souche temoin. 

La population bacterienne de ces cultures positives peut alors etre utilisee 
pour ameliorer davantage Tactivite cysteine synthase en recommen^ant le procede en 
30 flacon tel quMl vient d'etre decrit. 

c) selection des clones 
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La population evoluee est etalee alors sur milieu minimum gelose contenant 
du glucose pour seule source de carbone. Les boites inoculees sont placees en 
condition aerobie dans un incubateur a 37°C. Apres 36 heures, les clones 
apparaissent sur les boites ; ils correspondent aux bacteries capables de produire de la 
5 cysteine a partir du glucose pour seule source de carbone. Trois clones sont isoles. 
• controle de la voie de svnthese 

La population d'E. coli K12 [A (cysK 9 cysM) pTopometY] evoluee est mise 
en culture dans un milieu minimum (Schaefer et al. 9 1999, Anal. Biochem. 270 : 88- 
96) contenant 2,5 g.l" 1 de glucose entierement marque au carbone 13. Apres la 
10 culture, les cellules sont recuperees, lavees puis hydrolysees par HC1 6N pendant 24 
heures a 107°C. Une analyse par RMN bidimensionnelle est alors realisee (HSQC). 
Cette analyse permet d'etudier le flux des carbones 13 du glucose et confirmer que la 
synthese de la cysteine se fait bien via la serine et 1' acetyl-serine suggerant ainsi que 
P enzyme codec par le gene metY a effectivement evoluee en une cysteine synthase. 

15 

F. III. Evolution d'enzymes NADPH dependantes 

Une application (Exemple F.IILL) de Y invention au genie metabolique aux voies de 
bioconversion NADPH dependantes comprend les etapes suivantes : 

a) Inactivation des genes adhA, qor et pgi dans la souche initiale d^E.coli ; la 
20 souche modifiee obtenue est done optimisee pour sa capacite de reduction du 

NADP. La souche initiale est capable de croitre sur un milieu minimum 
(MM) alors que la souche modifiee a une capacite a croitre, sur ce meme 
milieu, fortement alteree. 
al) Introduction du geneyueD codant une benzil reductase de Bacillus cereus 
25 b) Culture de la souche ci-avant modifiee sur le milieu milieu minimum (MM) 

auquel on ajoute le methyl mercaptide de sodium (co-substrat) afin de faire 
evoluer l'activite enzymatique benzil reductase. 
Exemple F.IIL1 : Construction de la souche E. coli A(udhA, qor, psi) et 
modification des caracteristiques cinetiques de la Benzyl reductase de Bacillus 
30 cereus 

a) construction de la souche modifiee E. coli A(udhA, qor, pgi) 



1er depot 

: 53 

L'inactivation des genes udhA, qor et pgi est realisee en inserant des cassettes 
de resistance a un antibiotique (chloramphenicol et kanamycine) tout en deletant la 
majeure partie du gene concerne. La technique utilisee est decrite par Datsenko, 
K.A. ; Wanner, B.L. (2000) One-step inactivation of chromosomal genes in 
5 Escherichia coli K-12 using PCR products. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97 : 6640- 
6645. Pour cela il faudra synthetiser une paire d'oligonucleotides, chacun etant 
constitues de 1 00 pb dont 80 pb sont homologues avec le gene a deleter (e.g. udhA) 
et 20 pb sont homologues avec la cassette antibiotique porte par les plasmides pKD3 
et pKD4 et que Ton amplifiera par PCR en utilisant ces oligonucleotides. 

10 Le produit PCR obtenu est alors introduit par electroporation dans la souche E. coli 
repliquant le plasmide pKD46. qui porte le gene codant la Red recombinase qui 
catalyse la recombinaison homologue. Les transformants resistants a chacun des 
antibiotiques sont alors selectionnes et l'insertion de la cassette de resistance est 
verifiee par une analyse PCR. \* 

15 Les cassettes de resistance au chloramphenicol et a la kanamycine peuvent 

ensuite etre eliminees. Pour cela, Le plasmide pCP20 porteur de la recombinase FLP 
agissant au niveau des sites FRT de la cassette de resistance au chloramphenicol ou a 
la kanamycine, est introduit dans les souches recombinantes par electroporation. 
Puis, apres une serie de cultures a 42°C, la perte de la cassette de resistance a 

20 Tantibiotique est verifiee par une analyse PCR avec les memes oligonucleotides que 
ceux utilises precedemment. 

Pour des raisons pratiques, il peut etre interessant de deleter d'abord un gene, 
de supprimer le gene de resistance a 1' antibiotique et de deleter le deuxieme gene 
ensuite et ainsi de suite. 

25 al) introduction du gene yueD codant Benzyl reductase de Bacillus 

cereus 

On introduit dans le chromosome le gene yueD, de Bacillus cereus, sous le 
controle du promoteur ptrc. Pour cela on utilise la methode par recombinaison 
homologue decrite ci-dessus (Datsenko et aL, 2000) en modifiant au prealable le 
30 plasmide pKD3 afm de placer le gene yueD. sous le controle du promoteur ptrc, a 
proximite de la cassette de resistance a 1 5 antibiotique de telle sorte que le gene yueD 
est amplifie en meme temps que le gene codant la resistance a V antibiotique. Le gene 
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yueD code une benzil reductase NADPH-dependente qui reduit efficacement le 1- 
phenyl-l,2-propanedione (k cat 165 min 1 ; Km : 42 |iM) mais presente une plus faible 
activite pour le p-nitrobenzaldehyde (k cat 1.2 min 1 ; Km : 261 nM) (Maruyama, R. 
Nishizawa, M. ; Itoi, Y. ; Ito, S. ; Inoue, M. (2002) The enzyme with benzil reductase 
5 activity conserved from bacteria to mammals. J. Biotechnology 94 : 157-169). 

b) culture et evolution de la souche modifiee sur un milieu minimum 
Le taux de croissance maximal (jimax) de la souche obtenue E. coli [A(wtf/?A, 
qor, pgi) yueD] est evalue sur milieu minimum. Dans ces conditions, il est tres 
inferieur a celui de la souche non modifiee. On decide alors d'ajouter dans le milieu 
10 minimum du 1 -phenyl- 1 ,2-propanedione (co-substrat) et Ton observe que la souche 
modifiee est capable de croitre avec un taux de croissance similaire a celui de la 
souche initiale (c'est a dire non modifiee) sur le meme milieu. 11 est alors decide 
d'ensemencer (OD 5) un chemostat en milieu minimum contenant du p- 
nitrobenzaldehyde (co-substrat) avec la souche modifiee; dans ces conditions la 
1 5 souche presentera un taux de croissance similaire a la souche modifiee cultivee en 
milieu minimum en absence de co-substrat. Le chemostat est maintenu sur une 
periode de 1 a 5 semaines en augmentant progressivement le taux de dilution. 
L' augmentation du taux de dilution pouvant se faire par palier ou de maniere 
progressive. Des stocks glycerols, de la population contenue dans le chemostat, sont 
20 realises regulierement. 

Lorsque la population ne peut plus s' adapter aux taux de dilutions imposes, 
on considere que la selection est terminee. Les colonies sont isolees de la population 
evoluee finale (si necessaire on utilise fun des derniers stocks glycerol realises) et 
les caracteristiques cinetiques de la benzil reductase evoluee sont evaluees, par 
25 comparaison avec la benzil reductase initiale, en utilisant les substrats 1 -phenyl- 1 ,2- 
propanedione et p-nitrobenzaldehyde. On observe une forte amelioration du k cal de la 
benzil reductase evoluee pour le p-nitrobenzaldehyde tandis que le k cat de cette meme 
enzyme evoluee pour le 1 -phenyl- 1,2-propanedione diminue fortement. 
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REVENDICATIONS 



l . Precede de preparation de microorganismes evolues, permettant une 
modification des voies metaboliques, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
5 suivantes : 

a) Obtention d'un microorganisme modifie par modification genetique des 
cellules d'un microorganisme initial de maniere a inhiber la production ou la 
consommation d'un metabolite lorsque le microorganisme est cultive sur un 
milieu defini, affectant ainsi la capacile de croissance du microorganisme, 
10 b) Culture des microorganismes modifies precedemment obtenus sur ledit 
milieu defini pour le faire evoluer, il peut etre necessaire d 'aj outer un co-substrat 
au milieu defini afin de permettre cette evolution, 

c) Selection des cellules de microorganismes modifies capables de se 
developper sur le milieu defini, eventuellement avec un co-substrat. 
15 2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que les voies 

metaboliques sont choisies parmi : les voies de biosynthese des acides amines, les 
voies de synthese des acides nucleiques, les voies de synthese des lipides, les voies. 

du metabolisme des sucres. 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que la voie 
20 metabolique modifiee est une voie de biosynthese des acides amines. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise ' en ce que la voie 
metabolique modifiee est une voie de biosynthese d'un acide amine choisi parmi la 
methionine, la cysteine, la threonine, la lysine, ou l'isoleucine. 

5. procede selon la revendication 2, caracterise en ce que la voie 
25 metabolique modifiee participe a la consommation du NADPH. 

6. Procede selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce que la 
modification de l'etape a) permet de favoriser la reduction du NADP en NADPH, 
eventuellement en limitant l'oxydation du NADPH en NADP. 

7. procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le 
30 microorganisme evolue comprend au moins un gene evolue, codant pour une 

proteine evoluee, dont 1'evolution permet de remplacer la voie metabolique inhibee 
par une nouvelle voie metabolique. 
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8. Procede selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise en ce qu'il 
comprend une etape supplemental al) d'introduction d'au moins un gene 
heterologue codant pour une proteine heterologue, ledit gene heterologue etant 
destinee a permettre revolution d'une nouvelle voie metabolique prealable a Tetape 

5 b) de culture des microorganismes modifies.. 

9. Procede selon Tune des revendications 7 ou 8, caracterise en ce qu'il 
comprend une etape d) d' isolation du gene codant evolue pour ladite proteine 
evoluee. 

10. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que Ton introduit le 
10 gene evolue, sous une forme appropriee, dans un microorganisme de production 

destine a la production de proteine evoluee. 

1 1 . Microorganisme evolue susceptible d'etre obtenu par un procede selon 
Tune des revendications 1 a 10. : .* 

12. Procede de preparation d'une proteine evoluee, caracterise en ce.que 
15 Ton cultive un microorganisme evolue selon la revendication 11 dans un milieu de 

culture approprie pour la production de la proteine evoluee. 

\ 13. . Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que Ton purifie la 
proteine evoluee produite. c .- 

14. Gene evolue codant, pour une proteine evoluee susceptible d'etre 
20 obtenu par un procede selon la revendication 9. 

15.. Proteine evoluee susceptible d'etre obtenue par un procede selon l'une 
des revendications 12 ou 13. 

16. Utilisation d'un microorganisme evolue selon la revendication 11 ou 
une proteine evoluee selon la revendication 15 dans un procede de biotransformation. 
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MetEvol Seq. ST2 5.txt 
SEQUENCE LISTING 



<110> Metabolic Explorer 

<120> Procede de preparation de mi croorgani smes evolues permettant la creation 
ou la modification de voies metaboliques 



<130> D21767 / 241010 

<160> 26 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 100 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<400> 1 

tacccccgac gcaagttctg cgccgcctgc accatgttcg ccagtgccgc gcgggtttct 60 



100 



ggccagccgc gcgttttcag catatgaata tcctccttag 

<210> 2 . 

<211> 100 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<400> 2 

tgacaatatt gaatcacacc ctcggtttcc ctcgcgttgg cctgcgtcgc gagctgaaaa 60 
aagcgcaaga aagttattgg tgtaggctgg agctgcttcg 100 

<210> 3 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<400> 3 

Page 1 
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MetEvol Seq. ST25.txt 
ggtttaagca gtatggtggg aagaagtcgc 

<210> 4 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<400> 4 

cccggggatg aataaacttg ccgccttccc 

<210> 5 

<211> 1161 

<212> DNA 

<213> Escherichia coli 



<400> 5 
atgacgcgta 


aacaggccac 


catcgcagtg 


cgtagcgggt 


taaatgacga 


cgaacagtat 


60 


ggttgcgttg 


tcccaccgat 


ccatctttcc 


agcacctata 


actttaccgg 


atttaatgaa 


120.: 


ccgcgcgcgc 


atgattactc 


gcgtcgcggc 


aacccaacgc 


gcgatgtggt 


tcagcgtgcg 


180 


ctggcagaac 


tggaaggtgg 


tgctggtgca 


gtacttacta 


ataccggcat 


gtccgcgatt 


240 


cacctggtaa 


cgaccgtctt 


tttgaaacct 


ggcgatctgc 


tggttgcgcc 


gcacgactgc 


300,. 


tacggcggta 


gctatcgcct 


gttcgacagt 


ctggcgaaac 


gcggttgcta 


tcgcgtgttg 


360, 


tttgttgatc 


aaggcgatga 


acaggcatta 


cgggcagcgc 


tggcagaaaa 


acccaaactg 


420^ 


gtactggtag 


aaagcccaag 


taatccattg 


ttacgcgtcg 


tggatattgc 


gaaaatctgc 


480 


catctggcaa 


gggaagtcgg 


ggcggtgagc 


gtggtggata 


acaccttctt 


aagcccggca 


540 


ttacaaaatc 


cgctggcatt 


aggtgccgat 


ctggtgttgc 


attcatgcac 


gaaatatctg 


600 


aacggtcact 


cagacgtagt 


ggccggcgtg 


gtgattgcta 


aagacccgga 


cgttgtcact 


660 


gaactggcct 


ggtgggcaaa 


caatattggc 


gtgacgggcg 


gcgcgtttga 


cagctatctg 


720 


ctgctacgtg 


ggttgcgaac 


gctggtgccg 


cgtatggagc 


tggcgcagcg 


caacgcgcag 


780 


gcgattgtga 


aatacctgca 


aacccagccg 


ttggtgaaaa 


aactgtatca 


cccgtcgttg 


840 


ccggaaaatc 


aggggcatga 


aattgccgcg 


cgccagcaaa 


aaggctttgg 


cgcaatgttg 


900 


agttttgaac 


tggatggcga 


tgagcagacg 


ctgcgtcgtt 


tcctgggcgg 


gctgtcgttg 


960 


tttacgctgg 


cggaatcatt 


agggggagtg 


gaaagtttaa 


tctctcacgc 


cgcaaccatg 


1020 


acacatgcag 


gcatggcacc 


agaagcgcgt 


gctgccgccg 


ggatctccga 


gacgctgctg 


1080 


cgtatctcca 


ccggtattga 


agatggcgaa 


gatttaattg 


ccgacctgga 


aaatggcttc 


1140 


cgggctgcaa 


acaaggggta 


a 








1161 
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MetEvol SeqTsT25.txt 



<210> 6 
<211> 386 
<212> PRT 

<213> Escherichia coli 
<220> 

<223> sequence non mutee 



<400> 6 

Met Thr Arg Lys Gin Ala Thr He Ala val Arg Ser Gly Leu Asn Asp 
1 5 iU 

Asp Glu Gin Tyr Gly Cys val val Pro Pro He His Leu Ser ser Thr 



20 



Tyr Asn Phe Thr Gly Phe Asn Glu Pro Arg Ala His Asp Tyr Ser Arg 
35 40 4b 

Arg Gly Asn Pro Thr Arg Asp val val Gin Arg Ala Leu Ala Glu Leu 
50 55 60 

Glu Gly Gly Ala Gly Ala val Leu Thr Asn Thr Gly Met Ser Ala lie 

65 70 ... 7b 

His Leu val Thr Thr val Phe Leu Lys Pro Gly Asp Leu Leu val Ala 

85 90 y=> 

Pro His Asp cys Tyr Gly Gly Ser Tyr Arg Leu Phe Asp ser Leu Ala 



100 



Lys Arg Gly Cys Tyr Arg Val Leu Phe Val Asp Gin Gly Asp Glu Gin 

Ala Leu Arg Ala Ala Leu Ala Glu Lys Pro Lys Leu val Leu Val Glu 
130 13 5 14U 

ser Pro ser Asn Pro Leu Leu Arg val val Asp He Ala Lys lie Cys 
145 150 155 -Lou 

His Leu Ala Arg Glu val Gly Ala val Ser val val Asp Asn Thr Phe 



165 



Leu ser Pro Ala Leu Gin Asn Pro Leu Ala Leu Gly Ala Asp Leu val 
180 185 J-y" 

Leu His Ser Cys Thr Lys Tyr Leu Asn Gly His Ser Asp val val Ala 
195 200 205 

Gly val val lie Ala Lys Asp Pro Asp val val Thr Glu Leu Ala Trp 
210 215 220 

Trp Ala Asn Asn He Gly val Thr Gly Gly Ala Phe Asp Ser Tyr Leu 

225 230 235 240 

Leu Leu Arg Gly Leu Arg Thr Leu val Pro Arg Met Glu Leu Ala Gin 

" 245 250 <^->b 

Arg Asn Ala Gin Ala lie val Lys Tyr Leu Gin Thr Gin Pro Leu val 
260 265 2/0 

Lvs lvs Leu Tyr His Pro Ser Leu Pro Glu Asn Gin Gly His Glu lie 
275 280 285 

Ala Ala Arg Gin Gin Lys Gly Phe Gly Ala Met Leu Ser Phe Glu Leu 
290 295 300 
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MetEvol seq. ST2 5.txt 



Ala Gly He Ser Glu Thr Leu Leu Arg lie Ser Thr Gly He Glu Asp 
355 360 3t» 

Gly Glu Asp Leu He Ala Asp Leu Glu Asn Gly Phe Arg Ala Ala Asn 
370 375 380 

Lys Gly 
385 

<210> 7 
<211> 1161 
<212> DNA 

<213> Escherichia coli 

atgacgcgta aacaggccac catcgcagtg cgtagcgggt taaatgacga cgaacagtat 60 

ggttgcgttg tcccaccgat ccatctttcc agcacctata actttaccgg atttaatgaa 120 

ccgcgcgcgc atgattactc gcgtcgcggc aacccaacgc gcgatgtggt tcagcgtgcg 180 

ctggcagaac tggaaggtgg tgctggtgca gtacttacta ataccggcat gtccgcgatt 240 

cacctggtaa cgaccgtctt tttgaaacct ggcgatctgc tggttgcgcc gcacgactgc 300 

tacggcggta gctatcgcct gttcgacagt ctggcgaaac gcggttgcta tcgcgtgttg .360 

tttgttgatc aaggcgatga acaggcatta cgggcagcgc tggcagaaaa acccaaactg 420 

gtactggtag aaagcccaag taatccattg ttacgcgtcg tggatattgc gaaaatctgc 480 

catctggcaa gggaagtcgg ggcggtgagc gtggtggata acaccttctt aagcccggca 540 

ttacaaaatc cgctggcatt aggtgccgat ctggtgttgc attcatgcac gaaatatctg 600 

aacggtcact cagacgtagt ggccggcgtg gtgattgcta aagacccgga cgttgtcact 660 

gaactggcct ggtgggcaaa caatattggc gtgacgggcg gcgcgtttga cagctatctg 720 

ctgctacgtg ggttgcgaac gctggtgccg cgtatggagc tggcgcagcg caacgcgcag 780 

gcgattgtga aatacctgca aacccagccg ttggtgaaaa aactgtatca cccgtcgttg 840 

ccggaaaatc aggggcatga aattgccgcg cgccagcaaa aaggctttgg cgcaatgttg 900 

agttttgaac tggatggcga tgagcagacg ctgcgtcgtt tcctgggcgg gctgtcgttg 960 

tttacgctgg cggcatcatt agggggagtg gaaagtttaa tctctcacgc cgcaaccatg 1020 

acacatgcag gcatggcacc agaagcgcgt gctgccgccg ggatctccga gacgctgctg 1080 

cgtatctcca ccggtattga agatggcgaa gatttaattg ccgacctgga aaatggcttc 1140 
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cgggctgcaa acaaggggta a 

<210> 8 
<211> 386 
<212> PRT 

<213> Escherichia coli 
<220> 

<223> Sequence mutee - souche K183 
<400> 8 

Met Thr Arg Lys Gin Ala Thr lie Ala val Arg Ser Gly Leu Asn Asp 
15 10 15 

Asp Glu Gin Tyr Gly Cys val val Pro Pro He His Leu Ser Ser Thr 
20 2 5 30 

Tyr Asn Phe Thr Gly Phe Asn Glu Pro Arg Ala His Asp Tyr ser Arg 
35 40 .45 

Arq Gly Asn Pro Thr Arg Asp Val val Gin Arg Ala Leu Ala Glu Leu 
50 55 60 

Glu Gly Gly Ala Gly Ala val Leu Thr Asn Thr Gly Met Ser Ala He 
65 70 75 80 

His Leu val Thr Thr val Phe Leu Lys Pro Gly Asp Leu Leu val Ala 
85 90 95 

pro His Asp Cys Tyr Gly Gly Ser Tyr Arg Leu Phe Asp Ser Leu Ala 
100 105 110 

Lys Arq Gly Cys Tyr Arg Val Leu Phe val Asp Gin Gly Asp Glu Gin 
115 120 125 

Ala Leu Arg Ala Ala Leu Ala Glu Lys Pro Lys Leu val Leu val Glu 
130 13 5 140 

ser Pro ser Asn Pro Leu Leu Arg Val val Asp lie Ala Lys lie Cys 
145 150 ~ 155 160 

His Leu Ala Arg Glu val Gly Ala val ser val val Asp Asn Thr Phe 
165 170 175 

Leu Ser Pro Ala Leu Gin Asn Pro Leu Ala Leu Gly Ala Asp Leu Val 
180 185 190 

Leu His Ser Cys Thr Lys Tyr Leu Asn Gly His Ser Asp val val Ala 
195 200 205 

Gly Val val lie Ala Lys Asp Pro Asp Val Val Thr Glu Leu Ala Trp 
210 215 220 

Trp Ala Asn Asn lie Gly val Thr Gly Gly Ala Phe Asp Ser Tyr Leu 
225 230 235 240 

Leu Leu Arg Gly Leu Arg Thr Leu val Pro Arg Met Glu Leu Ala Gin 
245 250 255 

Arg Asn Ala Gin Ala lie val Lys Tyr Leu Gin Thr Gin Pro Leu val 

260 265 270 

Lys Lys Leu Tyr His Pro Ser Leu Pro Glu Asn Gin Gly His Glu lie 
275 280 285 

Ala Ala Arg Gin Gin Lys Gly Phe Gly Ala Met Leu ser Phe Glu Leu 
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290 295 300 

Asp Gly Asp Glu Gin Thr Leu Arg Arg Phe Leu Gly Gly Leu ser Leu 
305 310 " 315 320 

Phe Thr Leu Ala Ala Ser Leu Gly Gly Val Glu Ser Leu lie Ser His 

325 330 335 

Ala Ala Thr Met Thr His Ala Gly Met Ala Pro Glu Ala Arg Ala Ala 
340 345 350 

Ala Gly lie Ser Glu Thr Leu Leu Arg lie Ser Thr Gly lie Glu Asp 
355 360 365 

Gly Glu Asp Leu lie Ala Asp Leu Glu Asn Gly Phe Arg Ala Ala Asn 
370 375 380 

Lys Gly 
385 

<210> 9 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<400> 9 

ggtacagaaa ccagcaggct gaggatcagc 30 

<210> 10 
<211> 100 

i ■ ■* 

<212> DNA 
<213> Artificial 



<400> 10 

tatgcagctg acgacctttc gcccctgcct gcgcaatcac actcattttt accccttgtt 60 
tgcagcccgg aagccatttt caggcaccag agtaaacatt 100 

<210> 11 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<400> 11 

cgtccgggac gccttgatcc cggacgcaac 30 

<210> 12 
<211> 32 
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<212> DNA 

<213> Artificial 

<400> 12 

gcgtttacgc agtaaaaaag tcaccagcac gc 

<210> 13 

<211> 100 

<212> DNA 

<213> Artificial 



ccggcgtcL gatcggcaat cagatcgtcg acatcttcca gaccaatatg caggcgaatc 
aaggtcccgc taaaatcgat catatgaata tcctccttag 



<210> 14 

<211> 100 

<212> DNA 

<213> Artificial 



cggacaaaaa gcttgatact caactggtga atgcaggacg cagcaaaaaa tacactctcg 
gcgcggtaaa tagcgtgatt tgtaggctgg agctgcttcg 

<210> 15 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<400> 15 

cgtccgggac gccttgatcc cggacgcaac 

<210> 16 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<400> 16 
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gcgtttacgc agtaaaaaag tcaccagcac gc 

<210> 17 

<211> 100 

<212> DNA 

<213> Artificial 



tgttgcaatt ctttctcagt gaagagatcg gcaaacaatg cggtgcttaa ataacgctca 
cccgatgatg gtagaataac catatgaata tcctccttag 

<210> 18 

<211> 100 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<400> 18 

agtaagattt ttgaagataa ctcgctgact atcggtcaca cgccgctggt tcgcctgaat 



cgcatcggta acggacgcat tgtaggctgg agctgcttcg 



<210> 19 

<211> 100 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<400> 19 

cccgccccct ggctaaaatg ctcttcccca aacaccccgg tagaaaggta gcgatcgcca 
cgatcgcaga tgatcgccac catatgaata tcctccttag 

<210> 20 

<211> 100 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<400> 20 

agtacattag aacaaacaat aggcaatacg cctctggtga agttgcagcg aatggggccg 
gataacggca gtgaagtgtg tgtaggctgg agctgcttcg 



<210> 21 
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<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial 



*<400> 21 ^ 30 

tttttaacag acgcgacgca cgaagagcgc 

<210> 22 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<400> 22 ^ . ^. 30 

ggcgcgacgg cgatgtgggt cgattgctat 

<210> 23 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<4O0> 23 ^ 30 

ggggtgacgg tcaggactca ccaatacttc 

<210> 24 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<400> 24 

gcgcgcatcg ctggccgctg 

<210> 25 

<211> 74 

<212> DNA 

<213> Artificial 



ggctacacac 



ttagagctgt tgacaattaa tcatccggct cgtataatgt gtggaataaa aactcttaag 

Page 9 



60 



1er depot 



MetEvol Seq.ST25 

gacctccaaa tgcc 

<210> 26 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<400> 26 

gctctgtcta gtctagtttg cattctcacg 
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